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Las! levaduras! son! hongos! levaduriformes! unicelulares! que,! a! diferencia! de! los! hongos!
filamentosos,!carecen!de!distinción!entre!cuerpos!vegetativo!y!reproductivo.!Se!clasifican,!
junto! con! mohos! y! setas,! dentro! del! reino! Fungi,! que! está! formando! por! dos! phyla!
diferentes:! Ascomicetes! y! Basidiomicetes.! El! ciclo! de! vida! de! las! levaduras! alterna! dos!
formas,!una!haploide!y!otra!diploide.!Ambas!formas!se!reproducen!de!forma!asexual!por!
gemación.! En! condiciones! determinadas! la! forma! diploide! es! capaz! de! reproducirse!
sexualmente.!En!estos!casos!se!produce!la!meiosis!en!la!célula!formándose!un!asca!que!
contiene!ascosporas!haploides.!A!pesar!de!que!las!levaduras!son!organismos!unicelulares,!
poseen! una! organización! celular! similar! a! la! de! eucariotas! superiores,! incluidos! los!
humanos.!Una!de!las!especies!más!representativas!de!levadura,!perteneciente!al!phylum!
Ascomicetes,!es!Saccharomyces2cerevisiae.!Su!tamaño!es!de!unas!4!micras!de!diámetro,!y!
contiene!un! genoma!haploide!de!12!megabases,! formado!por! 16! cromosomas! y! ~6000!
genes! (Goffeau! et2 al.,! 1996).! El! presente! trabajo! de! tesis! doctoral! es! el! resultado! de!
estudios!globales!de!la!transcripción,!tomando!como!modelo!a!la!mencionada!especie!de!
levadura.!
S.2cerevisiae!ha! formado!parte!de! la!vida!de! los!humanos!desde!hace!miles!de!años.!Su!
valor! ha! radicado! históricamente! en! sus! importantes! utilidades! industriales,! como! la!
producción! de! cerveza,! pan! y! vino! (Pretorius,! 2000).! De! manera! más! reciente! se! ha!
convertido!en!una!poderosa!herramienta!desde!el!punto!de!vista!científico,!empleándose!
como! modelo! simple! de! célula! eucariota,! ya! que! la! maquinaria! molecular! de! muchos!
procesos! celulares! se! encuentra! conservada! tanto! en! levaduras! como! en! plantas! y! en!
mamíferos.! Esto,! junto! a! otras! ventajas! técnicas,! tales! como! su! facilidad! de! cultivo,! su!
rápido! crecimiento! (aproximadamente! dos! horas! para! completar! un! ciclo! celular)! y! el!
conocimiento! de! la! secuencia! completa! de! su! genoma! (Goffeau! et2 al.,! 1996),! la! han!
convertido! en! una! importante! herramienta! en! estudios! de! Biología! Molecular! y!
tecnologías!ómicas.!S.2 cerevisiae! es! un! organismo!modelo! idóneo!para! el! desarrollo! de!








transfiere! la! información! contenida! en! la! secuencia! del! DNA! hacia! la! secuencia! de!
proteína! utilizando! diversos! RNAs! como! intermediarios! informativos! y! funcionales.!
Durante! la! transcripción,! las! secuencias! codificantes! del! DNA! son! copiadas! a! RNA!
mediante! enzimas! llamadas! RNA! Polimerasas! (RNAPs)! que! sintetizan! RNAs!mensajeros!
que!mantienen!la!información!de!la!secuencia!del!DNA.!De!esta!manera,!la!transcripción!









RNAPIII! transcribe! los! RNA! de! transferencia! (tRNAs),! el! RNA! ribosómico! 5S! y! algunos!






sujeto! a! una! estricta! regulación.! La! maquinaria! transcripcional! la! componen! tanto! la!











La! RNAPII! es! un! complejo! multiproteico!muy! conservado! en! eucariotas! compuesto! de!
doce! subunidades! (Cramer,! 2004)! codificadas!por! los! genes!Rpb12a!12.!A! excepción!de!

















Carboxy:Terminal2 Domain),! consistente! en! repeticiones! en! tándem! del! heptapéptido!
YSPTSPS!(26!en!de!S.2cerevisiae,252!en!humanos).!Este!dominio,!esencial!para!la!viabilidad,!
actúa! a!modo!de! andamio!dinámico!para! la! unión!de!proteínas! que! interactúan! con!el!
complejo! de! transcripción! y! llevan! a! cabo! funciones! asociadas! a! la! transcripción.! Entre!
tales! funciones! se! incluyen! la!modificación!de!histonas! (Phatnani! y!Greenleaf,!2006),! el!
procesado! del! pre]mRNA! (formación! de! la! caperuza! 5’,! de! la! cola! poliA! en! 3’,! y!
eliminación!de!intrones),!y!su!exportación!al!citoplasma!(Hahn!y!Young,!2011).!
El!dominio!CTD!está!situado!estratégicamente!cerca!del!canal!de!salida!del!RNA!naciente,!
y! recibe! toda! una! serie! de! modificaciones! post]traduccionales! a! lo! largo! del! ciclo!
transcripcional,! entre! las! que! se! encuentran! la! glicosilación,! la! isomerización! de! las!
prolinas!y!la!fosforilación!de!las!serinas!en!posiciones!2,!5!y!7!(Ser2,!Ser5,!Ser7)!(Meinhart!
et2al.,!2005).!El!caso!concreto!de!las!modificaciones!por!fosforilación!y!desfosforilación!de!
las! tres! serinas! distintas! de! cada! repetición! del! heptapéptido! exhibe! un! gran! potencial!
combinatorio,! lo! que! ha! llevado! a! postular! la! existencia! de! un! “código! CTD”! que! es!
necesario! para! organizar! el! reclutamiento! secuencial! de! los! numerosos! factores!






Tfb3,! Srb10]Srb11,! Ctk1]Ctk2]Ctk3,! y! Bur1]Bur2),! y! todos! ellos! tienen! un! papel! en! la!
regulación!de!la!transcripción!(Pathnani!y!Greenleaf,!2006).!
Existen! diversos! factores! capaces! de! fosforilar! y! modular! cada! uno! de! los! tipos! de!
fosforilación! de! la! RNAPII! durante! las! distintas! fases! del! proceso! de! transcripción!








Ser5! y! juega! un! papel! en! la! terminación! y! el! corte! del! extremo! 3’! del! pre]mRNA!
(Krishnamurthy!et2 al.,! 2004).! Se! ha! descrito! una! tercera! fosfatasa! recientemente,! Rtr1,!
que!juega!un!papel!en!la!transición!del!estado!de!fosforilación!en!Ser5!al!de!Ser2!(Mosley!
et2al.,!2009).!Al! inicio!de! la! transcripción,! la!RNAPII! forma!el! complejo!de!pre]iniciación!
(PIC,! Pre:Initiation2 Complex)! al! ser! reclutada! en! forma! hipofosforilada! a! la! zona! del!
promotor!por!los!factores!generales!de!transcripción!(Lu!et2al.,!1991).!Después!de!unirse!
al! promotor,! la! Ser5! es! rápidamente! fosforilada! por! Kin28! (Cdk7! en! humanos),! la!
subunidad! quinasa! del! factor! general! de! transcripción! TFIIH.! Este! evento! facilita! la!
disociación!de!la!RNAPII!del!PIC,!favoreciendo!que!ésta!escape!del!promotor!(Saunders!et2
al.,! 2006,! Max! et2 al.,! 2007).! De! manera! concomitante,! la! fosforilación! de! la! Ser5!
promueve!el!reclutamiento!de! los! factores!de!formación!de! la!caperuza!y! la!escisión!de!
intrones!(Perales!y!Bentley,!2009),!además!del!complejo!metiltransferasa!Set1!(COMPASS!
en! levadura,! MLL! en! humanos)! y! los! complejos! histona]desacetilasa! Set3C! y! Rpds3!
(Drouin! et2 al.,! 2010;! Kim! y! Buratowski,! 2009;! Ng! et2 al.,! 2003).! Durante! la! elongación!
temprana,!los!niveles!de!fosforilación!de!Ser5!disminuyen,!mientras!que!la!Ser2!comienza!
a! ser! fosforilada! por! las! quinasas! Ctk1! y/o! Bur1! (Bartkowiak!et2 al.,! 2010;! Keogh! et2 al.,!
2003;! Komarnitski! et2 al.,! 2000),! lo! que! lleva! al! reclutamiento! de! la! histona]
metiltransferasa!Set2!y!a! la!activación!del!complejo!Rpds3,!que!bloquea!la!transcripción!
críptica!en!el!interior!de!los!genes!(Carrozza!et2al.,!2005).!Cuando!la!RNAPII!alcanza!el!sitio!
de! terminación,! factores! de! procesado! del! mRNA! pertenecientes! al! complejo! CPF!
(Cleavage2and2Polyadenilation2Factor)!se!unen!al!CTD!para!llevar!a!cabo!las!reacciones!de!
















la! transcripción.! Activados! por! varios! tipos! de! eventos,! como! fosforilación,! oxidación,!
cambio!de! localización!del! citoplasma!al! núcleo,! proteólisis! o! interacción! con!proteínas!
reguladoras,! los! TFs! son! capaces! de! iniciar! (activadores)! o! reprimir! (represores)! la!
transcripción.!
Las! actividades!de! los! TFs! se!organizan! en!módulos! funcionales:! el!módulo!de!unión! al!
DNA,! que! reconoce! secuencias! específicas! del! DNA,! el! módulo! de! transactivación,! con!
potencial! para! iniciar! la! transcripción,! y! el! módulo! de! dimerización,! que! media!





























con! secuencias! específicas! del! promotor.! El! conjunto!mínimo! de! elementos! requeridos!
para!producir!un!nivel!de!transcripción!basal!se!conoce!como!el!promotor!mínimo!o!basal!
(Smale!y!Kadonaga,!2003).!La!arquitectura!del!promotor!mínimo!eucariota!consiste!en!la!
caja! TATA,! el! iniciador! (INR,! INITIATOR),! el! elemento! aguas! abajo! (DPE,! Downstream2
Promoter2Element),!el!elemento!motivo]10! (MTE,!Motif:Ten2Element),! y!el!elemento!de!
reconocimiento! de! TFIIB! (BRE,! TFIIB2 Recognition2 Element).! Estos! elementos! son!











descrita! como! una! subunidad! del! GTF! TFIID,! e! interacciona! también! con! el! complejo!




genes,! conocidos! como! TATA:less,! ha! sido! considerado! hasta! hace! poco! carente! de!

















subunidades,! 15! esenciales! y! 6! no! esenciales,! que! regulan! la! transcripción!mediante! la!
modificación!covalente!de!las!histonas!(Bhaumik,!2011).!!
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]El! módulo! medio! (middle2 module)! es! un! subcomplejo! de! nueve! subunidades!
(Med1,!Med4,!Med7,!Med9,!Med10,!Med14,!Med19,!Med21!y!Med31)!diana!de!
TFs!específicos!de!gen.!
]El! módulo! de! cola! (tail2 module)! interacciona! con! una! gran! variedad! de! TFs!
activadores!y!consiste!de!las!subunidades!Med2,!Med3,!Med5,!Med15!y!Med16.!!
]El!módulo!quinasa!(kinase2module)!consiste!en!cuatro!subunidades!disociables!del!





C)! fosforila! la!Ser5!del!CTD!prematuramente,!evitando!así! la! formación!del!PIC!y!
reprimiendo! la! transcripción.! Por! otra! parte,! la! subunidad! Kin28! de! TFIIH! es! la!
encargada! de! fosforilar! el! CTD,! disociando! parcialmente! el! Mediador! del! PIC! y!





La! transcripción! de! la! RNAPII! ocurre! en! un! contexto! cromatínico! en! las! células!
eucarióticas.!La!cromatina!es!generalmente!inhibitoria!de!la!transcripción,!por! lo!que!se!
necesita!toda!una!variedad!de!mecanismos!para!activar!la!transcripción!de!un!molde!de!





en! el! promotor,! permitiendo!una! activación! génica! rápida.!Durante! la! elongación! de! la!
transcripción! los! nucleosomas! deben! ser! evacuados! para! que! el! paso! de! la! RNAPII! sea!
eficiente.! Además,! esos!mismos! nucleosomas! deben! ser! rápidamente! reensamblados! y!
modificados! posteriormente! para! evitar! iniciaciones! inapropiadas! desde! elementos!
funcionalmente! parecidos! a! promotores! dentro! de! las! regiones! codificantes! (Weake! y!
Workman,!2011).!
Como!se!ha!dicho,!los!genomas!eucarióticos!se!empaquetan!en!la!cromatina,!cuya!unidad!
básica! de! repetición! es! el! nucleosoma.! El! nucleosoma! consiste! en! un! octámero! de!
histonas! envuelto! por! 147! pb! del! DNA! (Richmond! y! Davey,! 2003).! Los! nucleosomas! se!
disponen! en! series! espaciadas! regularmente,! a! modo! de! cuentas! de! collar,! siendo! la!
longitud!de!la!región!espaciadora!variable!entre!especies!y!tipos!celulares.!En!levadura,!el!








nucleosomas! están! ausentes! de! muchas! (aunque! no! de! todas)! las! regiones!
intensificadoras,! promotoras! y! terminadoras,! y! ocupan!posiciones! distintas! en! regiones!
génicas!e! intergénicas! (Yuan!et2al.,!2005;! Lee!et2al.,!2007;!Mavrich!et2al.,!2008).!Así,! se!
conoce! la! existencia! de! las! regiones! de! 150]200! pb! libres! de! nucleosomas! (NFRs,!
Nucleosome2Free2Regions)!inmediatamente!agua!arriba!del!TSS,!e!inmediatamente!aguas!
abajo! del! sitio! de! corte! y! poliadenilación! en! la! región! 3’! (en! adelante,! sitio! pA).! En!
levadura,!los!nucleosomas!que!flanquean!el!TSS!a!izquierda!y!derecha!se!denominan!]1!y!
+1,!y! se! localizan!en!posiciones!muy!concretas,!mientras!que!el!posicionamiento!de! los!
nucleosomas! subsiguientes! se! hace! gradualmente! más! difuso! hacia! la! región! 3’! del!
transcrito!(Yassour!et!al.,!2008;!Brogaard!et2al.,!2012).!!!!
La! disposición!de! los! nucleosomas! sobre! el!DNA!afecta! un! amplio! abanico!de!procesos!
biológicos,!incluyendo!la!actividad!de!la!RNAP,!la!unión!de!los!TFs,!la!replicación!del!DNA,!
la!estructura!de!los!centrómeros!y!el!procesado!de!intrones!(Rando!y!Winston,!2012).!En!
relación! a! los! TFs,! se! sabe! que! muchos! de! sus! efectos! son! mediados! a! través! de!
interacciones!con!reguladores!y!co]reguladores!que!cambian!el!estado!de!la!cromatina!a!
para! hacerla! más! abierta! (activación! de! la! transcripción),! o! más! cerrada! (represión)!
(Koerber! et2 al.,! 2009).! De! la! misma! manera,! la! disrupción! del! patrón! general! de!
nucleosomas! puede! tener! toda! una! serie! de! consecuencias! a! nivel! celular,! una! de! las!
cuales!es! la!aparición!de!un!aumento!en! la!transcripción!críptica,!como!resultado!de!un!
desenmascarado! de! secuencias! parecidas! a! promotores,! o! de! la! alteración! de!
modificaciones!covalentes!de!las!histonas!que!afectan!a!la!función!de!factores!accesorios!
encargados! de! la! degradación! de! estos! transcritos! (Terzi! et2 al.,! 2011).! Estas!
modificaciones! se! producen! en! las! colas! N]terminal! de! las! histonas,! y! tienen! dos!
consecuencias! principales:! alterar! la! carga!neta! de! los! nucleosomas!de!manera!que! los!










al.,! 2009;! Mao! et2 al.,! 2011).! Mucho! se! ha! hablado! sobre! los! determinantes! del!
posicionamiento!de!los!nucleosomas!del!DNA,!y!la!conclusión!a!la!que!se!ha!llegado!hasta!
el!momento!es!que!existen!tres!factores!fundamentales:!1)! la!propia!secuencia!del!DNA!
(Segal! y! Widom,! 2009),! 2)! la! actuación! de! factores! remodeladores! que! mueven!
enzimáticamente! las! posiciones! de! los! nucleosomas! (Yen! et2 al.,! 2012),! y! 3)! la! propia!
actividad!transcripcional!de!la!RNAPII!(Jones,!2012).!!
Los! remodeladores! propagan!el!movimiento!de! los! nucleosomas!mediante! alteraciones!
de! los!contactos!histona]DNA!dependientes!del!consumo!de!ATP!(Peterson!y!Workman,!
2000;!Zhang!et2al.,!2011).!Estos!movimientos!comprenden!el!deslizamiento,! la!eyección,!
la! inserción! o! la! reestructuración! de! los! nucleosomas! o! de! las! histonas.! (Mohrman! y!
Verrijzer,!2005;!Vignali!et2al.,!2000;!van!Vugt!at!al.,!2007).!Los!remodeladores!se!clasifican!
en!base!a! la!homología!de!secuencia!de! la!subunidad!ATPasa,!pudiéndose!subdividir!en!
cuatro! grandes! familias:! ISWI! (ISW1a,! ISW1b,! y! ISW2),! INO80/SWR1,! CHD,! y! SWI/SNF!
(incluyendo!RSC)!(Mellor!y!Morillon,!2004;!Hota!y!Bartholomew,!2011).!No!obstante,!se!
pueden! resumir! en! dos! grupos! atendiendo! al!mecanismo! bioquímico! que! utilizan! para!
movilizar! los! nucleosomas:! el! grupo! ISWI! y! el! grupo! SWI/SNF,! según! necesiten! al! DNA!




una! serie! (Tsukiyama!et2 al.,! 1999;!Udugama!et2 al.,! 2011).! Por! su!parte,! SWI/SNF! y!RSC!





El! papel! a! escala! genómica! de! los! remodeladores! en! levadura! ha! sido! investigado!
mediante! diversas! mutaciones,! descubriéndose! por! ejemplo! que! Isw2! se! une! a! los!





alejándolos! del! NFR! (Hartley! y! Madhani,! 2009);! y! que! Isw1! funciona,! de! manera!
colaborativa! con! Chd1,!más! hacia! la! porción!media! del! transcrito,! donde! promueve! el!
reposicionamiento!orientando!los!nucleosomas!hacia!el!extremo!3’! (Tirosh!et2al.,!2010).!










la! cual! la! polimerasa! se!une! al! promotor!del! gen! y! recluta! los! factores!necesarios! para!
empezar! a! transcribir;! 2)! la! elongación,! en! la! que! esta! avanza! sobre! el!molde! de! DNA!
sintetizando! la!molécula! de! RNA,! y! 3)! la! terminación! y! reinicio,! en! la! que! se! finaliza! la!





Como!se!ha!comentado!anteriormente,!uno!de! los!primeros!pasos!de! la! iniciación!de! la!
transcripción! es! la! fosforilación! de! la! Ser5! del! CTD! por! la! quinasa! la! subunidad! del!
Mediador! Srb10.! La! eliminación! de! la!marca! del! CTD! promovida! por! Srb10! es! un! paso!
clave!en!el!proceso!de!iniciación,!ya!que!hasta!que!ésta!no!es!eliminada,!la!RNAPII!no!es!
capaz!de!ensamblarse!funcionalmente!al!PIC.!La!transcripción!se! inicia!con! la! formación!




contacto! directo! de! la! RNAPII! con! el! DNA,! en! el! contexto! de! un! PIC! completamente!
ensamblado! (Cheung! y! Cramer,! 2012).! Tras! ello,! Kin28! fosforila! también! la! Ser5!
(Komarnitski!et2al.,!2000).!Esta!marca!de!la!RNAPII!recluta!toda!una!serie!de!factores!que!
van!a!actuar!en!etapas!posteriores,! incluyendo!a!la!enzima!que!incorpora!la!caperuza!al!
RNA! naciente,! el! sistema! de! vigilancia! de! la! integridad! del! mRNA! Nrd1]Nab3,! y! el!
complejo!PAF,!que!conecta!la!fosforilación!en!Ser5!con!toda!la!red!de!modificaciones!de!
histonas!posteriores.!Existen!evidencias!de!que! la!RNAPII!escanea! la! secuencia!del!DNA!









(Shandilya! y! Roberts,! 2012).! Cuando! el! RNA! alcanza! una! longitud! mínima! de! 6! nt! los!
factores! de! iniciación! se! liberan,! se! pierden! contactos! con! el! promotor,! y! se! forma! un!
complejo!estable!de!elongación!que!escapa!del!promotor! (Zawel!et2al.,!1995;!Cheung!y!
Cramer,!2012).!Una!vez!la!RNAP!comienza!la!elongación,!algunos!GTFs!entre!ellos!TFIID,!A!
y! B,! así! como! el!Mediador! permanecen! en! el! promotor! (Pokholok!et2 al.,! 2002),! lo! que!
permite!la!rápida!entrada!de!nuevas!RNAPs!para!reiniciar!la!transcripción.!Por!el!contrario,!
otros! factores,! como! el! complejo! de! chaperonas! de! histonas! FACT,! Spt4,! Spt6,! Paf1,! el!





La!elongación!empieza! con! la! salida!del! complejo!de!elongación! (CE)!del!promotor! y! la!





pasos! (backtracking)! y! entrar! en! parada.! Algunos! factores! negativos! pueden! frenar! la!
elongación,! o! inducir! pausas! en! esta! región,! produciendo! un!mecanismo! de! regulación!
por! pausas! próximas! al! promotor.! Este! mecanismo,! en! el! que! está! involucrado! los!
complejos!DSIF!y!NELF,!se!ha!demostrado!importante!en!eucariotas!superiores!(Fromm!et2
al.,! 2013;! Fuda! y! Lis,! 2013),! pero! menos! en! levadura! (Mayer! at! al.,! 2010).! Una! vez!
pausada,!la!RNAPII!necesita!de!factores!adicionales!para!reanudar!su!actividad,!entre!los!
que! se!encuentran!TFIIS,!que!estimula!el! corte!del!RNA!naciente!deslocalizado!del! sitio!
activo!durante!la!pausa!(Gómez]Herreros!et2al.,!2012),!o!el!factor!Spt4/5,!que!estabiliza!el!
CE,! aumentando! la! procesividad! del! holoenzima! (Martinez]Rucobo! et2 al.,! 2011).!
Adicionalmente,! se! ha! descrito! que! uno! de! los! factores! principales! de! degradación!
citoplasmática! de! los! mRNAs,! el! complejo! Ccr4]NOT,! también! actúa! como! factor! de!





de! factores! modificadores! de! histonas,! entre! los! que! cabe! destacar! los! complejos!
Elongador,! COMPASS! y! FACT,! la! acetiltransferasa! Gcn5,! la! metiltransferasa! Set2,! y! la!
carabina!de!histonas!Spt6.!!
El!Elongador!es!un!complejo!multiproteico!altamente!conservado!en!eucariotas,!formado!





El! complejo! FACT,! compuesto! por! Spt16! y! Pob3,! posee! un! papel! importante! en! el!
reensamblaje! de! la! cromatina! tras! el! paso! de! la! RNAP! (evitando! así! la! transcripción!
críptica)!y!también!de!la!DNA!Polimerasa!durante!la!replicación!(Whittmeyer!y!Formosa,!
1997).!Existen!evidencias!que!indican!que!la!transcripción'por'la'RNAPII'es'especialmente'















para! reensamblar! los! nucleosomas! tras! el! paso! de! la! RNAP,! evitando! la! aparición! de!
transcripción! críptica! (Kaplan! et2 al.,! 2003).! Además,! hay! evidencias! que! lo! posicionan!
como! un! elemento! de! coordinación! entre! la! elongación! de! la! transcripción! y! el!
metabolismo!postranscripcional!del!mRNA.!En!este!sentido,!se!ha!visto!que!se!asocia!al!
exosoma!nuclear,!un!complejo!exoribonucleasa!encargado!del! control!de!calidad!de! los!








et2 al.,! 2013).! La! terminación! de! la! transcripción! de! los! genes! la! RNAPII! requiere! dos!
procesos! interconectados!pero!distintos:! la! formación!de!un!extremo!3’!definido,!y! la!






extremo! 3’! resistente! a! la! degradación! por! nucleasas! es! llevado! a! cabo! por! la!
maquinaria!de!corte!y!poliadenilación!(C/P).!El!reclutamiento!de!la!maquinaria!de!C/P!
depende! de! varios! factores,! entre! los! que! se! encuentran! el! reconocimiento! de!
elementos! de! secuencia! específicos! en! el! transcrito! naciente! denominados! señales!
poliA!(pA),!y!del!estado!de!fosforilación!del!dominio!CTD!(Mayer!et2al.,!2012).!Por!otra!
parte,!y!según!el!modelo!aceptado!actualmente,!existen!al!menos!dos!mecanismos!que!
contribuyen! a! la! terminación:! el! primero! se! basa! en! un! cambio! conformacional! del!
complejo!de!elongación!causado!por!la!disociación!de!factores!de!elongación,!seguida!


















]Procesado! y! terminación! de! transcritos! codificantes! de! proteínas:! en!S.2 cerevisiae,!





secuencia! consenso! de! poliadenilación! AAUAAA,! en! levadura! las! señales! son!
generalmente!degeneradas,!difíciles!de!reconocer.!Para!la!mayoría!de!genes,!consisten!
en! un! elemento! de! eficiencia! EE! rico! en! adeninas,! un! elemento! posicionador! PE!




Algunos! de! los! factores! que! componen!estos! complejos! también! se! unen! al! dominio!
CTD!durante!la!elongación.!Es!el!caso!por!ejemplo!de!los!factores!Nrd1!y!Pcf11,!que!se!
unen! al! CTD! fosforilado! en! Ser2! (Lunde! et2 al.,! 2010).! Según! se! ha! mencionado! en!
apartados! anteriores,! el! CTD! se! fosforila! en! residuos! distintos! conforme! avanza! la!
transcripción,! a!modo! de!mecanismo!de! coordinación.! A! nivel! de! terminación,! se! ha!
descrito!que!las!fosforilaciones!en!Ser5,!y!especialmente!en!Tyr1,!son!inhibitorias!de!la!
unión!de!los!factores!de!terminación!(Mayer!et2al.,!2012).!Una!vez!unidos!al!pre]mRNA,!
los! complejos! CPF/CF! catalizan! el! corte! endonucleolítico! y! la! adición! de! la! cola! pA.!
Concretamente,! Ysh1! se! encarga! del! corte! (Ryan! et2 al.,! 2004),! y! la! poliA! polimerasa!
Pap1! de! la! adición! de! la! secuencia! de! poliadenilato! (Ezeokonkwo! et2 al.,! 2012).! El!
carácter!degenerado!de!las!señales!pA!en!levadura!resulta!en!cambios!en!la!selección!
del! extremo! 3’.! Recientemente,! estudios! genómicos! han! desvelado! que! muchos!
transcritos! poseen! sitios! de!C/P! alternativos,! lo! que! genera! isoformas! con!diferentes!









son! Nab2! y! Pab1.! Recientemente! se! ha! descrito! que! el! componente! del! exosoma!
nuclear! Rrp6! también! actúa! como! PABP,! controlando! la! longitud! de! la! cola! pA! y!
modulando!la!unión!de!Nab2!(Schmid!et2al.,!2012).!
A!diferencia!de! la!poliadenilación,! la! terminación!de! la! transcripción!se!produce!unos!
200!nt!aguas!abajo!del!sitio!pA!en!S.2cerevisiae,!y!unos!1500!nt!en!humanos!(Grosso!et2
al.,!2012).!Los!mecanismos!moleculares!por!los!que!la!RNAPII!se!suelta!del!DNA!molde!
no! se! conocen! completamente,! pero! existen! cada! vez! más! evidencias! de! que! esta!
disociación! se! basa! en! una! disminución! en! la! estabilidad! del! híbrido! DNA:RNA,!
resultado!de!la!acción!combinada!de!muchos!factores.!Entre!ellos,!los!más!importantes!
serían!la!disminución!en!la!velocidad!del!complejo!de!elongación,!y!la!acción!a!modo!de!






de! factores!de!elongación! como!TFIIS/Dst1,! los! cuales! se!han!disociado!del! complejo!
durante!la!primera!fase!de!la!transición!3’!(Grosso!et2al.,!2012).!!
]Procesado!y!terminación!de!transcritos!no!codificantes:!respecto!a!los!transcritos!no!




NRD! (también! llamado! complejo! Nrd1]Nab3]Sen1).! Entre! los! componentes! más!
importantes! del! complejo! NRD! encontramos! a! la! helicasa! Sen1,! la! cual! actúa!











que! empiezan! en! la! dirección! no! favorecida.! Por! otra! parte,! cuando! no! todos! los!
factores! requeridos! para! la! elongación! productiva! se! encuentran! en! el! promotor,! la!
RNAPII! terminará! de! manera! rápida.! En! ambos! casos,! se! ha! descrito! que! la! vía! de!
terminación!de!esos!transcritos!nacientes!sería!la!dependiente!de!NRD!(Creamer!et2al.,!
2011).! Otro! caso! es! el! que! se! da! cuando! la! RNAP! no! consigue! terminar! en! la! zona!
oportuna,! y! continúa! transcribiendo! aguas! abajo.! Este! fenómeno! ocurre! hasta! en! el!
60%! de! los! complejos! de! elongación! en! genes! altamente! transcritos! en! levadura!





de! regulación! adicional! a! los! descritos! hasta! ahora,! dependiente! de! la! adopción! de!
estructuras!cromatínicas!espaciales!en!forma!de!lazo.!Estas!estructuras,!en!las!que!las!
regiones! promotoras! y! terminadoras! están! yuxtapuestas,! permiten! una! rápida!
reiniciación!de!la!transcripción!por!la!misma!RNAP!que!ha!completado!la!ronda!anterior!
(Kuehner!et2al.,!2011).!Es!lo!que!se!conoce!como!gene2looping.!Aunque!se!descubrieron!




la! participación! de! componentes! del! PIC! (TFIIB),! de! la! maquinaria! de! procesado! del!
extremo!3’!(Ssu72,!Sub1),!y!de!subunidades!del!complejo!del!poro!nuclear!(Hampsey!et2
al.,!2011).!La!formación!del!lazo!parece!ser!preferente!en!los!genes!cortos!(Grosso!et2al.,!
2012)! y! ser! dependiente! de! que! los! genes! sean! activamente! transcritos,! ya! que!
mutaciones! en! la! subunidad! Rpb1! de! la! RNAPII! afectan! a! su! formación! (Ansari! y!






los! modelos! actuales! proponen! que! los! lazos! afectarían! o! regularían! tanto! la!
direccionalidad!de!la!transcripción,!como!el!fenómeno!de!memoria!transcripcional.!La!
direccionalidad! hace! referencia! a! que! el! comienzo! de! una! ronda! pionera! en! sentido!
favorece! la! transcripción! frente! a! antisentido! en! las! siguientes! rondas! desde!
promotores! bidireccionales! (Tan]Wong! et2 al.,! 2012).! En! cuanto! a! la! memoria!
transcripcional,! se! propone! que! una! primera! ronda! de! transcripción! pionera! sería!
necesaria!para!formar!un!andamio!de!reiniciación!rápida!que!quedaría!preparado!para!








de! los!diferentes! factores! implicados!en!el!procesamiento!del!mRNA:! la!adición!de! la!
caperuza,! el! splicing,! y! la! poliadenilación! del! transcrito,! entre! otros.! Aunque! estos!
procesos!ocurren!secuencialmente,!están!fuertemente! interconectados!y!coordinados!






5’]3’!de! los!RNAs!nacientes.!En! la!adición!de! la!caperuza,! la!RNAPII!se!detiene!
próxima!al!promotor!y! la!fosforilación!de!la!Ser5!del!dominio!CTD!proporciona!
un!sitio!de!unión!para!las!enzimas!encargadas!de!dicha!transformación!(Coppola!
et2 al.,! 1983;! Komarnitsky! et2 al.,! 2000).! Una! vez! completada! la! adición! de! la!





transcritos! que! contienen! la! caperuza! continúan! la! elongación! transcripcional!
(Pei!et2al.,!2003).!!
JEliminación! de! intrones:! la!proporción!de!genes! con! intrones!en! levadura!es!
mucho!menor!que!la!que!presentan!otros!eucariotas.!Sólo!el!3%!de!los!genes!de!
S.2 cerevisiae2 presentan! intrones! y! de! estos,! el! 98%! contiene! un! único! intrón!
pequeño! de! menos! de! 300! nt.! Los! intrones! son! eliminados! por! un! complejo!
denominado! espliceosoma! formado! por! cinco! snRNPs! (U1,! U2,! U4! y! U6)!
constituido!por! la!asociación!de!un!molécula!de!snRNA!con!diversas!proteínas!
(Blencowe,! 2006).!Múltiples! trabajos!muestran! que! algunos! componentes! del!
espliceosoma!se!reclutan!co]transcripcionalmente!a!través!de!su!asociación!con!
las!formas!fosforiladas!en!Ser5!y!Ser2!del!dominio!CTD!de!la!RNAPII!(Gornemann!
et2 al.,! 2005;! Lacadie! et2 al.,! 2006;! Tardiff! et2 al.,! 2006).! El! ensamblaje! de! un!
espliceosoma! catalíticamente! activo! depende! tanto! del! reclutamiento!
secuencial! de! los! factores! de! corte! y! empalme,! como! de! las! modificaciones!
estructurales! necesarias! para! la! formación! de! dos! centros! catalíticos! sobre! el!
RNA! naciente! (Wahl! et2 al.,! 2009).! Esta! cascada! de! eventos! de! ensamblaje!




transcripcional! “compite! cinéticamente”! tanto! con! la! elongación,! como!con!el!
corte!del!RNA!naciente!en!el! sitio!pA,!por! lo!que! siempre! se!ha! creído!que!el!
splicing!ocurría!post]transcripcionalmente!(Tardiff!et2al.,!2006).!Esta!creencia!ha!
sido! rebatida! recientemente! con! la! aparición! de! nuevos! trabajos! que!
















genética! desde! el! DNA! hasta! los! ribosomas,! donde! es! transformado! en! proteínas.!
Además! de! los! mRNAs! que! siguen! esta! ruta,! existen! muchas! otras! clases! de! RNAs!
funcionales! que! no! se! traducen! a! proteínas.! Entre! ellos! encontramos! RNAs! tan!
abundantes!en!la!célula!eucariota!como!los!RNAs!de!transferencia!(tRNAs)!o!los!RNAs!
ribosómicos! (rRNAs),! y! otros! más! minoritarios! como! los! transcritos! crípticos! (SUTs,!
CUTs,!XUTs..),!snoRNAs,!microRNAs,!siRNAs,!snRNAs,!piRNAs,!RNAs!TERRA,!o!RNAs!no!
codificantes! largos! (long! ncRNAs).! Estas! clases! de! RNAs! están! involucradas! en! la!
regulación!de!un!amplio!abanico!de!procesos,!como!pueden!ser!el!mantenimiento!de!la!
estructura! cromosómica,! la! transcripción,! el! splicing! y! la! traducción.! Las!
macromoléculas!tienen!una!vida!útil!limitada!temporalmente!en!las!células,!y!los!RNAs,!
que!además!carecen!de!mecanismos!de!corrección!de!errores!conocidos,!no!son!una!
excepción.! Al! terminar! su! vida! útil,! o! cuando! los! mecanismos! de! control! de! calidad!
encuentran! fallos! durante! su! síntesis,! los! RNAs! son! degradados.! Así,! se! puede!
considerar!que!el!contenido!de!mRNAs!de!una!célula!es!el!resultado!tanto!de!su!síntesis!
como!de!su!degradación.!!
Todas! las! rutas! de! degradación! de! mRNAs! culminan! en! la! actuación! de! unas! pocas!
nucleasas,! ayudadas! por! multitud! de! factores! accesorios.! Las! actividades! de!
degradación! 5’! a! 3’! y! 3’! a! 5’! existen! en! todos! los! organismos,! mientras! que! las!
actividades! de! eliminación! de! la! caperuza! y! de! la! cola! pA! son! exclusivas! de! los!
eucariotas.!La!degradación!de!mRNAs!es!un!proceso!altamente!eficiente,!siendo!esa!la!










asocian! a! proteínas,! y! posiblemente! también! con! ncRNAs,! para! formar! mensajeros!
ribonucleoprotéicos,! mRNPs! (messenger2 RiboNucleoProteins).! Defectos! en! el!
procesado!nuclear!de!mRNAs!y!de!la!formación!de!mRNPs!capaces!de!ser!exportados!al!
citoplasma! pueden! promover! su! degradación! por! los! mecanismos! de! vigilancia! y!
control! de! calidad! nucleares.! El! factor! principal! que! ejecuta! este! mecanismo! de!
degradación!es!el!complejo!exosoma!nuclear,!cuya!subunidad!central!es!la!exonucleasa!
3’]5’!Rrp6.!Rrp6!lleva!a!cabo!un!control!de!calidad!de!la!formación!del!extremo!3’,!y!su!
mutación! puede! resultar! en! terminación! prematura! y! defectos! en! la! poliadenilación!
(Chlebowski! et2 al.,! 2013).! La! actividad! del! exosoma! nuclear! está! asistida! por! el!
complejo!TRAMP.!Este!complejo!consiste!en!dos!proteínas!de!unión!a!RNA,!Air1!y!Air2,!
una!helicasa!de!RNA,!Mtr4,!y!una!RNAP!no!convencional,!Trf4p!(LaCava!et2al.,!2005).!!
Otro! mecanismo! de! vigilancia! detecta! pre]mRNAs! cuyos! intrones! no! han! sido!
procesados,! y! los! degrada!mediante! el! exosoma,! o! de! 5’]3’!mediante! la! exonucleasa!
Rat1!(Bousquet]Antonelli!et2al.,!2000).!Por!su!parte,!los!transcritos!no!tradicionales!que!
se! producen! en! el! núcleo! (intergénicos,! intragénicos,! asociados! a! promotores,! a!
regiones! heterocromáticas! y! antisentidos)! también! son! diana! de! factores! de!












fosforilaciones! se! van! perdiendo! conforme! avanza! la! elongación! (Komarnitski! et2 al.,!
2000).!!
Por! tanto,! la! degradación! nuclear! se! encarga,! por! una! parte,! de! eliminar! mRNAs!
defectuosos,! y!por!otra!parte,!de!degradar! algunos! transcritos!no! convencionales.! La!
mayoría!de!moléculas! funcionales,!y!algunas!erróneas,!escapan!de!estos!mecanismos!





]Degradación! de! mRNAs! defectuosos:! los! mRNAs! citoplasmáticos! cuyos!
defectos! les! impiden! ser! traducidos! eficientemente! son!diana!de!mecanismos!
de! vigilancia! cuyo!objetivo! es! asegurarse!que! los! recursos! energéticos! y! de! la!
maquinaria! traduccional! no! se! emplean! en! la! producción! de! proteínas!
aberrantes.!El!mecanismo!mejor!conocido!es!el!de!degradación!de!mRNAs!sin!
sentido,!NMD!(Non:cense:Mediated2Decay)! (revisado!en!Shoenberg!y!Maquat,!
2012).! El! NMD! degrada! los! mRNAs! cuya! traducción! acaba! prematuramente,!
como! consecuencia! por! ejemplo! de! la! presencia! de! codones! de! parada!





de! mRNAs! defectuosas! que! escapan! a! los! mecanismos! de! control! nucleares.!
Existen! otros! dos! mecanismos! alternativos! al! NMD! en! eucariotas:! los!
denominados!no:go2decay!y!non:stop2decay.!!
]Degradación! de! mRNAs! funcionales:! la! degradación! de! los!mRNAs!maduros!
ocurre! mayoritariamente! en! el! citoplasma,! mediante! diferentes! mecanismos!





Pan2/Pan3,! Ccr4]NOT! y! PARN! (Goldstrohm! y! Wickens,! 2008).! El! mRNA!
desadenilado! puede! ser! degradado! exonucleolíticamente! de! 3’]5’! por! el!
exosoma!citoplasmático! (Anderson!y!Parker,!1998).!El!exosoma!citoplasmático!
es!un!complejo!multiproteico!compuesto!de!9!subunidades!principales!y!otras!





Todos! los! enzimas! y! factores! asociados! involucrados! en! los! mecanismos! generales! de!




la! transcripción,! o! la! exportación! nuclear! (Pérez]Ortín! et2 al.,! 2013).! A! este! respecto,!
existen! evidencias! experimentales! que! muestran! que! una! mutación! de! la! RNAPII! que!











y! Choder,! 2013,! Haimovich! et2 al.,! 2013).! Estos! factores! forman! parte! de! una! nueva!








manera!clara!al! comparar!entre!sí!un!número!estadísticamente! relevante!de!genes!a! la!
vez.!Habitualmente,! los!experimentos!de!evaluación!de! las! respuestas! transcripcionales!
de! las! células! a! cambios! ambientales! o! de! otro! tipo! se! han! centrado! en! el! estudio,! en!
genes! puntuales! o! a! nivel! genómico! (transcriptómico),! del! cambio! en! cantidad! de! RNA!
total!presente!en!la!célula,!RA!(RNA!Amount).!Medir!la!RA!directamente!implica!no!tener!
en!consideración!que!el!RA!es!el!resultado!de!los!cambios!coordinados!de!los!procesos!de!
síntesis! y!degradación!de! los!mRNAs.!Para!entender!mejor! los!mecanismos!por! los!que!
una!célula!establece!un!RA!determinado,!y!lo!adapta!a!las!perturbaciones!o!a!los!cambios!
inherentes! a! su! ciclo! celular,! es! interesante! estudiar! los! procesos! que! operan! a! ambos!
lados!de!la!balanza!de!la!expresión!génica:!la!síntesis!de!los!transcritos,!y!su!degradación.!
Hoy! en! día! esto! es! posible! gracias! al! uso! de! diversas! técnicas! genómicas! y!
transcriptómicas!que!miden!tanto!la!tasa!de!transcripción,!TR!(Transcription2Rate),!como!
la! tasa! de! degradación,! DR! (Degradation2 Rate).! Se! entiende! por! TR! la! tasa! a! la! que!
aparecen!en!el!citoplasma!las!moléculas!maduras!de!mRNA.!La!TR!puede!ser!medida!en!
moléculas! por!minuto! u! hora.! Dado! que! existen!muchos! procesos! de! regulación! desde!
que! las! RNAPs! empiezan! a! transcribir! hasta! que! un! transcrito! maduro! aparece! en! el!
citoplasma,!la!medida!de!TR!al!final!de!ese!proceso,!conocida!como!SR!o!tasa!de!síntesis!
de! mRNA! (Synthesis2 Rate! SR,! Pérez]Ortín! et2 al.,! 2013),! no! nos! informa! de! qué! está!
sucediendo!en!etapas!anteriores!del!proceso,!muy!importantes!para!entender!al!detalle!
las! dinámicas! de! la! expresión! génica.! Para! indagar! en! el! proceso! de! la! transcripción!

















determinada! del! chip! es! un! indicador! de! la! densidad! promedio! de! RNAP.! Si! se! asume!
velocidad! de! elongación! constante,! entonces! esa! densidad! de! RNAP! es! directamente!
proporcional! a! la! TR.! El!GRO!ha!posibilitado! la!obtención!del!primer! conjunto!de!datos!
robusto!de!nTR!para!un!organismo!(Pelechano!et2al.,!2010).!Entre!las!variantes!que!se!han!









pausa!o!parada!a! lo! largo!del!gen!(backtracked).!Otra!ventaja! importante!de!algunas!de!
ellas! es! que! permiten! el! posicionamiento! de! las! RNAPs! sobre! el! genoma! con! una!





]Aislamiento! de! transcritos! nacientes! asociados! a! la! cromatina:! existen! maneras! de!




momento! se! han! desarrollado! dos,! y! ambas! se! basan! en! el! aislamiento! de! los! RNAs!
nacientes!asociados!a!la!propia!RNAP!elongante,!sin!necesidad!de!entrecruzar!esta!al!DNA.!
Una!técnica!lo!consigue!mediante!fraccionamiento!cromatínico!(Carrillo]Oesterreich!et2al.,!
2010;! Khodor! et2 al.,! 2011)! y! otra,! el! NET]seq,! mediante! fraccionamiento! cromatínico!
asociado! a! IP! de! RNAPII! (Churchman! y! Weissman,! 2011).! A! diferencia! del! GRO! y! sus!





hibridación! (o! las! lecturas! de! secuencias)! permiten! generar! mapas! precisos! de!
posicionamiento! de! RNAPs! a! lo! largo! del! genoma.! A! partir! de! ellos,! y! bajo! la! misma!
asunción!de!tasa!de!elongación!constante!del!GRO,!se!derivan!las!nTRs.!Esta!técnica!tiene!
la!ventaja!de!que!se!puede!obtener!información!de!los!distintos!estados!transcripcionales!








]Marcaje! metabólico:! otra! posibilidad! de! estimar! la! TR,! no! basada! en! el! estudio! de! la!
presencia/actividad!de!RNAPs,!es!medir!la!aparición!de!mRNAs!marcados!en!el!citoplasma!
durante! un! periodo! determinado! de! tiempo.! Esto! se! consigue! introduciendo! en! los!
cultivos! de! células! un! precursor! nucleotídico!marcado,! como! por! ejemplo! el! tiouracilo!
(Cleary!et2al.,!2005;!Sun!et2al.,!2012)!o!la!tiouridina!(Kenzelmann!et2al.,!2007;!Miller!et2al.,!
2011).! El! RNA! tiolado! es! posteriormente! aislado,! purificado! e! hibridado! en!microchips.!









]Cálculos! indirectos:! finalmente,! la!TR!puede!calcularse! indirectamente!si!se!asume!que!
existe! un! estado! estacionario! de! la! expresión! génica! por! el! que! las! tasas! de! síntesis! y!
degradación!son!iguales,!y!se!conocen!los!parámetros!de!RA!y!DR.!De!esta!manera:!
SR = DR = Kd ×RA !
Esta! aproximación! tiene! la! ventaja! de! que! no! precisa! de! ningún! experimento,! pero! la!
desventaja!de!depender!de!lo!precisos!que!sean!los!conjuntos!de!datos!de!RA!y!DR!para!
no!introducir!sesgos!y!errores!durante!el!procesado!matemático!de!los!datos.!A!pesar!de!












in2 situ! en! los! genes,! y! la! tasa! de! síntesis! de! mRNAs! maduros! (SR),! que! mide! la!
contribución! de! la! transcripción! a! la! concentración! de! los!mRNAs! celulares! (Figura! i4).!
Ambos!parámetros!son!útiles!para!los!biólogos!moleculares,!pero!ni!son!intercambiables!
ni!se!expresan!en!las!mismas!unidades!(revisado!en!Pérez]Ortín!et2al.,!en!prensa).!Estos!
parámetros! serían! proporcionales! si! el! volumen! celular,! el! contenido! de! DNA! de! las!




situación! fisiológica!común,!y!que!suele!asumirse!para!comparar! la!nTR!con! la!SR,!pero!
hay!que!tener!presente!que!no!es!una!situación!universal,!por!lo!que!lo!más!correcto!sería!
utilizar!la!nTR!para!hablar!del!proceso!transcripcional!en!sí!(densidad!de!RNAPs!sobre!el!
DNA),! y! la! SR! para! referirse! a! la! contribución! de! la! transcripción! al! balance! de!
concentración! de! los!mRNAs! citoplasmáticos!maduros! que! conduce! a! variaciones! en! la!
expresión!génica.!
Hechas!estas!consideraciones,! lo!que!se!sabe!hasta!el!momento!arroja! la!conclusión!de!
que! la! nTR! es! la! mejor! manera! de! detectar! genes! regulados! por! un! mismo! programa!
transcripcional!(regulones!transcripcionales).!Se!ha!comprobado!que!los!cambios!en!nTR!
predicen!mejor! las! relaciones! funcionales! entre! genes! que! los! cambios! en! RA,! o! en! SR!
(Hayles! et2 al.,! 2010).! Esto! puede! ser! debido! a! que! para! su! computo! no! se! tienen! en!
cuenta! las!etapas!post]transcripcionales!que!pudieran!estar!afectando!a! la!aparición!de!
transcritos!en!el!citoplasma,!como!la!degradación!nuclear!o!diferencias!en!la!exportación.!
La! nTR! también! parece! ser! la! mejor! manera! de! clasificar! los! genes! de! acuerdo! a! sus!
marcas!en! la! cromatina.!Dado!que! la!nTR!mide! la! tasa!de!elongación,!afectada!en!gran!
medida!por! la!organización!de! la!cromatina,!su!comparación!con!conjuntos!de!datos!de!











Figura! i4.!Esquema!del!proceso!de! la!expresión!génica,!que!muestra! las!diferentes!técnicas!
de! medición! de! nTR! y! SR.! La! nTR! se! determina! a! partir! de! la! densidad! de! RNAP! (óvalos!
coloreados)! sobre!moldes! cromatínicos.! Algunas!moléculas! de! RNAP! están! en! fase! de! inicio!
(amarillo),!otras!elongando!(verde)!y!otras!en!estado!de!backtrack! (rojo).!Todas!ellas!pueden!
detectarse! mediante! ChIP,! pero! únicamente! las! elongantes! darán! señal! de! run:on.! Si! a! las!
células!se!les!da!un!pulso!con!precursores!de!UTP!tiolados,!el!RNA!recién!sintetizado!se!puede!
purificar! y! cuantificar! junto! con! el! mRNA! total! no! marcado.! Las! técnicas! actuales! no! son!
capaces! de! distinguir! entre! el! mRNA! que! está! de! manera! transitoria! en! el! núcleo!




La!comparación!entre! los!distintos! tipos!de!determinación!de! la!TR!muestra!una!buena!
correlación!en! general! (Pérez]Ortín!et2al.,! 2011).! Los!datos!de!nTR! correlacionan!mejor!
entre!ellos!que!con!los!de!SR,!y!los!de!SR!tienen!mejor!correlación!entre!ellos!y!con!la!RA!
que!con! la!nTR.!Estos!resultados!son! lógicos,!puesto!que! los! transcritos!nacientes!están!





Por! tanto,! se! puede! decir! que! cada! conjunto! de! datos! de! TR! tiene! sus! ventajas! e!
inconvenientes,!y!que!cada!uno!es!más!o!menos!apropiado!según!el!objetivo!del!estudio.!!
Así,! de! la! comparación! de! las! diferentes! metodologías! es! de! donde! se! extrae! la!







Las!medidas! de! nTR! obtenidas! por! algunas! de! las! técnicas!mencionadas! anteriormente!
(GRO! y! derivados,! ChIP,! NET]Seq)! no! se! basan! en! la! medición! directa! del! número! de!








de! toda! la! región,! y! que! además! no! hay! transcripción! abortiva! por!drop:off! de! RNAPs.!




Bajo! estas! asunciones,! las! nTRs! calculadas! no! serían! las! reales,! serían! estimadas! o!
aparentes.!Una!manera!de!testar!esta!hipótesis!es!estudiando!la!densidad!de!las!RNAPs!a!
lo! largo! de! los! genes,! y! tomando! datos! de! TRs! de! regiones! concretas.! Por! ejemplo,!
podemos!calcular!la!tasa!de!inicio!(TI),!entendida!como!el!número!de!moléculas!de!RNAPII!




TSS).! También! podemos! calcular! la! tasa! de! terminación! (TT),! referida! al! número! de!
moléculas! de! RNAPII! que! llegan! de! forma! productiva! al! sitio! de! pA,! dando! lugar! a! un!
transcrito!primario!libre!poliadenilado.!La!TT,!según!esta!definición,!representa!la!nTR!real.!!
La!TI! sería! igual! a! la!TT! si!no!existieran! “accidentes”!de! las!RNAPs!por!el! camino.!Estos!
accidentes!han!sido!descritos!en!diversos!sistemas!modelo.!Las!RNAPs!sufren!pausas!que!
no! siempre!pueden! ser! reiniciadas!o! solventadas!por!mecanismos! como!el!backtrack! u!
otros!(Daulny!y!Tansey,!2009).!Por!ello!se!puede!asumir!que!hay!una!tasa!de!accidentes!o!
drop:off! (DO)! que! se! puede! definir! como! la! diferencia! entre! TT! y! TI! normalizada! por!
unidad!de!longitud!(L):!
!
DO = TT −TIL !
!
Por! tanto,!dado!que!para!el! cálculo!de! los!valores!de!nTR!que!se!dan!por!gen! se!están!
promediando! zonas! con! potenciales! diferencias! en! la! densidad! de! RNAPs,! se! está!






En! eucariotas,! la! tarea! esencial! de! transcribir! de!manera! precisa! el! genoma! la! llevan! a!
cabo! tres! RNAPs! nucleares!multi]subunidad.! Como!hemos! visto! hasta! este! punto! de! la!
introducción,! la! RNAPII! se! dedica! principalmente! a! la! síntesis! de! RNAs! codificantes! de!
proteínas,! y! de! la!mayoría! de! los! RNAs!no2 tradicionales.! Por! su! parte,! las! RNAPs! I! y! III!










codificantes! de! proteínas,! con! lo! que! se! han! conseguido! describir! detalladamente! sus!
aspectos!bioquímicos,!estructurales!y!funcionales.!En!cambio,!las!otras!RNAPs!están!peor!

















Las! 5! subunidades! específicas! se! organizan! en! dos! subcomplejos! funcionales:! el!
heterodímero! C37/C53,! y! el! heterotrímero! C82/C34/C31.! Las! estructuras! cristalinas!
obtenidas!y!los!datos!de!espectrometría!de!masas!han!revelado!que!la!subunidad!esencial!
C11,! homóloga! de! la! subunidad! Rpb9! de! RNAPII,! se! encuentra! próxima! al! complejo!
C37/C53,! y! que! posee! una! fuerte! actividad! de! corte! endonucleolítico! 3’! (Chedin! et2 al.,!




Tabla! i1.!Relación!de!subunidades!de! la!RNAPIII!y!sus!homologías!con! la!RNAPII.!Homóloga!se!









3. snR52:! RNA! pequeño! nucleolar! implicado! en! el! procesado! post]
transcripcional!del!rRNA.!
4. RPR1:! componente! de! RNA! de! la! ribonucleasa! P,! involucrada! en! la!
biogénesis!de!los!tRNAs.!
5. RNA170:!RNA!no!codificante!de!función!desconocida.!
6. SCR1:! RNA! 7SL,! componente! de! la! partícula! de! reconocimiento! de! señal!
(SRP,! Signal2 Recognition2 Particle),! involucrada! en! la! biogénesis! de!
proteínas.!!





Las!distintas! condiciones!de!crecimiento!de!una! levadura!y! los! cambios! fisiológicos!que!
sufre!afectan!de!manera!sustancial!a!la!transcripción!de!RNAPIII!(Willis!et2al.,!2004).!Entre!
ellos,! cabe! destacar! diferentes! fases! del! ciclo! celular! (como! la! entrada! en! fase!G1! y! la!
transición! G2/M),! la! entrada! en! fase! estacionaria,! o! el! crecimiento! bajo! diversas!





estructural]! y! funcionalmente! conservado,! y! que! es! su! periferia! la! que! se! decora! con!
factores!específicos!de!cada!RNAP,!necesarios!para!la!selectividad!específica!de!gen!y!su!










La! existencia! de! promotores! con! elementos! internos! localizados! aguas! abajo! del! TSS,!
dentro!del! cuerpo!del!gen,!es!una!característica!peculiar!de! la!mayoría!de! los!genes!de!






otro! tipo! de! promotor,! el! tipo! III,! que! se! encuentra! únicamente! en! vertebrados.! Este!
necesita! de! una! caja! TATA! canónica! y! de! otro! elemento! de! secuencia! con! función!
reguladora! llamado! PSE,! que! son! reconocidos! por! el! complejo! SNAPc.! Una! vez!
ensamblado!SNAPc,!se!reclutan!TFIIIB!y!después!la!RNAPIII!(Teichmann!et2al.,!2010).!TFIIIA!
es! un! TF! que! se! une! no! sólo! al! promotor! del! gen! 5S! rRNA,! sino! también! al! transcrito!
naciente,! modulando! así! su! exportación! al! citoplasma! (Pelham! y! Brown,! 1980).! El!
complejo!TFIIIC!consiste!de!6!subunidades,!y,!aparte!de!su!implicación!en!la!transcripción!
de!RNAPIII!bajo!promotores! tipo! I! y! II,! se!ha!encontrado! también! fuera!de! las! regiones!
transcritas! por! la! RNAPIII,! actuando! como! un! barrera! para! el! avance! de! la!
heterocromatina.!Este!hallazgo!ha!llevado!a!proponer!a!los!sitios!de!unión!de!TFIIIC!como!
potenciales!marcadores!globales!para!la!cromatina!(chromatin2bookmarks)!(Donze,!2012).!





















transcripción! de! RNAPIII! se! obtuvo! al! co]precipitar! Sub1! con! TFIIIC,! y! ver! que! Sub1!
estimulaba! la! transcripción! in2 vitro! (Wang! y! Roeder,! 1998).! Posteriormente! se! ha!






por! ChIP,! no! era! de! esperar,! ya! que! la! propia! subunidad! C11! exhibe! la! misma! fuerte!
capacidad!de!corte.!Aún!así,!estudios!genómicos!han!desvelado!que!la!ausencia!de!TFIIS!
afecta!la!transcripción!de!la!RNAPIII!in2vivo!(Ghavi]Helm!et2al.,!2008).!!!
Quinasas:! algunas! subunidades! de! la! RNAPIII,! TFIIIC! y! Maf1! se! fosforilan,! y! esta!
fosforilación!es!importante!para!la!transcripción.!Aproximaciones!genéticas!y!bioquímicas!











de! nucleosomas,! y! que! tienen! una! región! 5’! aguas! arriba! con! nucleosomas! bien!





se! asocia! in2 vivo! a! los! genes! tRNA! y! que! está! implicado! en! la! iniciación! de! la!
transcripción,!ayudando!a!mantener!estructuras!particulares!de!la!cromatina!en!el!
promotor.! También! se! sabe! que! interactúa! con! el! complejo! remodelador! RSC!
(Kassavetis!y!Steiner,!2006),!y!con!FACT!(Formosa!et2al.,!2001).!
FACT:!este!complejo!tiene!un!papel!central!en!la!construcción,!el!mantenimiento,!
y! el! ajuste! de! la! cromatina.! Al! igual! que! en! los! genes! de! RNAPII,! actúa! como!
chaperona!de!histonas,!depositando!una!variante!de!la!histona!H2!!(H2A.Z)!en!los!
nucleosomas!de!los!genes!de!RNAPIII.!!
RSC:! se! ha! descrito! que! RSC! tiene! un! papel! importante! en! la! regulación! de! la!
cromatina!aguas!abajo!del!TTS!de!los!tRNAs,!y!que!esta!regulación!depende!de!la!
presencia!de!la!RNAPIII!sobre!los!genes!(Kumar!y!Bhargava,!2013).!También!se!ha!
descrito! su! papel! en! la! regulación! de! los! genes! SNR6! y! SUP4! (Arimbasseri! y!
Bhargava,!2008).!!





















lineal!de!genes! ribosomales! forma!el!nucléolo,!una!estructura! tridimensional!donde! los!
rRNAs!son!transcritos,!procesados!y!ensamblados!en!pre]ribosomas.!Dado!que!el!gen!5S!
forma! parte! por! definición! del! nucléolo,! la! transcripción! de! la! RNAPIII! co]localiza! en! el!
nucléolo.! Por! el! contrario,! los! genes! de! tRNA! están! repartidos! a! lo! largo! de! los! 16!
cromosomas! en! levadura,! sin! formar! agrupaciones! u! operones.! A! pesar! de! ello,! se! ha!
encontrado!que!un!grupo!grande!de!tRNAs!se!transcribe!en!el!nucléolo,!y!que!la!enzima!
RNasa!P,!responsable!de!su!maduración,!también!es!de!localización!nucleolar!(Thompson!
et2 al.,! 2003).! Se! ha! hipotetizado! que! la! razón! de! esto! es! que! la! localización! nucleolar!












Los! tRNAs! se! transcriben! como! moléculas! precursoras! (pre]tRNA)! que! pasan! por! una!
elaborada! serie! de! alteraciones! post]transcripcionales! para! generar! RNAs! maduros!
(Hopper,!2013).!Estas!alteraciones!incluyen!la!eliminación!de!nucleótidos!en!los!extremos!
5’!y!3’,! la!adición!de!nucleótidos!a!todos! los!extremos!3’!y!al!extremo!5’!de!un!tRNA,! la!
eliminación!de!intrones,!y!la!modificación!de!bases.!Esta!modificación!consta!de!25!tipos!
distintos! de! metilaciones,! desaminaciones,! isomerizaciones,! y! otras! modificaciones.! A!








CCA! en! el! extremo! 3’! necesario! para! su! aminoacilación.! La! responsable! de! esta!
adición!es!la!nucleotidil!transferasa!de!tRNAs!CCA1.!Además!de!en!3’,!hay!un!tRNA!
que!necesita!un!paso!adicional!de!adición!de!una!G!para!la!adecuada!maduración!
de! su!extremo!5’!antes!de! ser!aminoacidilado,!el! tRNAHis.! Esta! catálisis! la! realiza!
Thg1!(Gu!et2al.,!2003).!
]Splicing! de! intrones:! a! pesar! de! que! no! se! conoce! muy! bien! la! razón! de! su!
presencia,! hay! 60! genes! de! tRNAs! que! poseen! intrones! en! S.2 cerevisiae.! Estos!
intrones!han!de!ser!eliminados!antes!de!que!las!moléculas!puedan!funcionar!en!la!
síntesis! de! proteínas.! Los! intrones! están! presentes! en! 10! familias! de! tRNAs!
distintas,! se! localizan! siempre! una! base! aguas! abajo! del! triplete! anticodón,! y!









de! levadura.! La! distribución! de! las! modificaciones! ha! sido! compilada! en!
http://modomics.genesilico.pl/sequences/list/tRNA.! Las! modificaciones! son!







El! sesgo!en!el! uso!de! codones!hace! referencia! a! la! frecuencia!de!aparición!de! codones!
sinónimos!en!el!DNA.!Los!codones!o!tripletes!codifican!para!un!aminoácido!específico!de!
la!cadena!polipeptídica!o!para!la!terminación!de!la!traducción!(codones!de!parada).!Hay!
64! codones!diferentes! (61! codifican!aminoácidos! y!3! codones!de!parada),! pero! sólo!20!








traducción.! Los! codones! más! usados! (llamados! óptimos,! favoritos! o! preferidos)! en!
organismos!de!crecimiento!rápido,!como!E.2coli!o!S.2cerevisiae,!reflejan!la!composición!de!
su! repertorio! de! tRNAs.! Esto! se! conoce! como! el! paradigma! levadura:E.2 coli,! siendo! la!
fuerza! evolutiva! responsable! de! esto! la! llamada! selección2 traduccional! (dos! Reis! et2 al.,!
2004).!Se!cree!que!la!utilización!de!codones!óptimos!ayuda!a!alcanzar!tasas!de!traducción!




resultado! de! estos! factores,! se! espera!mayor! selección! traduccional! en! los! genes! más!
expresados,! como! es! el! caso! de! los! organismos! mencionados.! Por! el! contrario,! en!
humanos! y! otros! organismos,! la! selección! traduccional! está! ausente,! y! las! preferencias!





genes! y! la! expresión! de! los! tRNAs! co]evolucionan! retroalimentadamente.! Esto! es:! los!
codones!que!ya!están!presentes!en!el!genoma!en!una!frecuencia!alta!dictan!la!expresión!
de!sus!tRNAs!correspondientes,!y!los!tRNAs!que!normalmente!se!expresan!mucho!dictan!
la! frecuencia! de! aparición! en! los! genes! de! los! codones! que! reconocen.! También! se! ha!
descubierto!que!existe!un!perfil!conservado!universalmente!de!eficiencia!de!traducción!a!
lo!largo!de!los!mRNAs,!por!el!que!los!primeros!30]50!codones!serían!traducidos!por!tRNAs!
sub]óptimos,! y! por! tanto! de! manera! poco! eficiente! o! lenta,! y! los! 50! codones! últimos!
serían! los!más! eficazmente! traducidos! (Tuller!et2 al.,! 2010).! La! razón! de! esta! fase! lenta!





















2012).! A! pesar! de! ello,! son! pocos! los! trabajos! que! han! estudiado! una! posible!











































































Esta! tesis! parte! de! la! existencia! de! una! técnica! genómica! para! el! estudio! de! la!
transcripción!naciente!en!levadura!ampliamente!utilizada!y!contrastada:!el!Genomic2run:
on,! basada! en! la! utilización! de! macrochips! de! las! ORFs! completas! del! genoma! de! S.2
cerevisiae.! Debido! a! la! aparición! progresiva! de! nuevas! plataformas! que! permiten!
interrogar! la! totalidad!de! las! regiones!del!genoma,!y!a!una! resolución!mayor,! como! los!
microchips!de!embaldosado!o!tiling2arrays,!el!objetivo!principal!de!esta!tesis!es!la!puesta!
a! punto! de! una! técnica! adaptada! a! ellas! que! permita! un! análisis! detallado! de! la!
transcripción!naciente.!Los!objetivos!concretos!que!se!marcaron!fueron:!
]Desarrollar!un!nuevo!procedimiento!de!run]on!a!escala!genómica!que!sustituya!el!
uso! de! las! plataformas! basadas! en! marcajes! radiactivos! y! aproveche! las!
plataformas! de! más! resolución,! así! como! de! las! herramientas! bioinformáticas!
necesarias!para!el!análisis!de!los!datos!generados.!
]Estudiar!los!perfiles!globales!de!transcripción!naciente!aprovechando!el!carácter!
específico! de! hebra! de! los! datos! para! estudiar! las! dinámicas! del! transcriptoma!
global! de! levadura.! Comparar! y! evaluar! la! complementariedad! de! los! datos! con!
otras!medidas!alternativas!de!tasas!de!transcripción!existentes!en!la!actualidad.!
]Aplicar! la!técnica!al!estudio!del!efecto!de!mutantes!relacionados!con!el!ciclo!de!
síntesis! y! degradación! del! RNA! para! poder! extraer! información! sobre! el!
funcionamiento!de!la!maquinaria!transcripcional!y!su!regulación.!!
]Detectar!posibles!patrones!de!actividad!de!las!RNA!Polimerasas!a!lo!largo!de!los!










































































H6]GST]MBD! (Diagenode,! #mbd]001]050).! Proteína! de! fusión! para! el! aislamiento!
selectivo!de!RNAs!marcados!con!uridinas!metiladas.!Consiste!en! la!fusión!en!C]Terminal!
de! la! Glutatión]S]Transferasa! (GST)! con! el! dominio! de! unión! a! grupos! metilo! (Methyl2
Binding2Domain,!MBD)!de!la!proteína!humana!MeCP2,!portando!una!etiqueta!His6!(H6).!
Streptavidin:HRP! (Pierce,! #N100).! Estreptavidina! acoplada! a! la! enzima! peroxidasa!
(horseradish2 peroxydase,! HRP).! Sistema! utilizado! para! la! purificación! y/o! detección!
selectiva!de!RNAs!con!uridinas!biotiniladas!!




BrdU,! (IIB5)! (Santa! Cruz! Biotechnology,! Inc.).! Anticuerpo!monoclonal! que! reconoce! los!
residuos! de! bromo! incorporados! en! el! RNA! naciente! en! forma! de! Bromo]UTP.! Se! ha!






















Sarkosil.! El! sarkosil! es! un! surfactante! aniónico! que! permeabiliza! las!membranas! de! las!
células! de! levadura! y! desorganiza! la! estructura! cromatínica! del! DNA! (Hawley! y! Roeder!





que!es! insoluble!en!etanol!e! isopropanol,!añadido!a! las!muestras!de!RNA!en!el!paso!de!
















Para! crecer! las! levaduras! se! usó! el! medio! rico! YPD.! Este! medio! contiene! extracto! de!
levadura! 1%,! peptona! bacteriológica! 2%! y! glucosa! 2%.! Los! cultivos! se! crecieron! en!
matraces!con!una!agitación!de!190!rpm!y!a!28ºC.!
Las!bacterias!se!crecieron!en!medio!rico!LB!(extracto!de!levadura!0.5%,!bacto]triptona!1%,!


























Preparación! de! RNasa! A! libre! de! DNasas.!Para! garantizar! la! integridad!del!DNA!en! las!
preparaciones,!en!esta!tesis!se!ha!trabajado!con!RNasa!A!libre!de!DNasas.!Se!procedió!tal!
y! como! se! describe! en! el! manual! de! laboratorio! Molecular2 Cloning,! apéndice! A4.39!
(Sambrook!y!Russell,!2001).!La!preparación!consistió!en!disolver!la!RNasa!A!(Roche)!a!una!
concentración! de! 10!mg/mL! en! 0.01!M! de! acetato! sódico! pH! 5.2! y! calentarla! a! 100ºC!









Por! cada! experimento! de! extracción! de! DNA! se! emplearon! 100! mL! de! un! cultivo! de!
levadura! crecido! hasta! la! mitad! de! la! fase! exponencial! DO600! =! 0.5.! Las! células! se!
recogieron!por!centrifugación!y,!tras!eliminar!el!medio!de!cultivo,!se!resuspendieron!en!
500!µL!de!tampón!10prep!(2%!TritonX]100,!1%!SDS,!100!mM!NaCl,!1!mM!EDTA!y!10!mM!
Tris]HCl!pH!8)! y! se! transfirieron!a!un! tubo!de! rosca! cónico! conteniendo!500!µL!de!una!
mezcla! de! fenol:cloroformo:alcohol! isoamílico! (25:24:1).! La! rotura! de! ! las! células! se!
consiguió!con!un!agitador!automático!FastPrep!(MP),!programado!con!tres!pulsos!de!30!




mediante! centrifugación.! La! fase! acuosa! se! mezclo! de! nuevo! con! 500! µL! de!
fenol:cloroformo:alcohol! isoamílico! (25:24:1),! se! agitó! durante! 1! min,! y! se! volvió! a!












Para! el! aislamiento! del! RNA! de! las! cepas! de! levadura! se! utilizaron! dos! metodologías!
distintas,!dependiendo!de! si! los!RNAs!a!aislar!estuvieran!o!no!marcados!con!Biotina.!El!




levadura! crecido! hasta! la! mitad! de! la! fase! exponencial! DO600! =! 0.5.! Las! células! se!
recogieron!por!centrifugación,!se!resuspendieron!en!500!µL!de!tampón!LETS!(0.1M!LiCl,!
10!mM!EDTA,!0.2%!SDS!y!10!mM!Tris]HCl!pH!7.4)!y!se! transfirieron!a!un! tubo!de!rosca!




fenol! se! limpió! la! fase! orgánica! con! un! pase! de! 500! µL! de! una! mezcla! de!







se! volvió! a!precipitar! con!1/10!de!NaAc!3!M!y!2.5! volúmenes!de!EtOH!96%.! El! RNA! se!
limpió! de! DNA! añadiendo! DNasa! (libre! de! RNasa,! Roche),! se! volvió! a! fenolizar,! y! se!











resuspendieron! en! 300! µL! de! tampón! de! extracción! de! RNA,! al! que! se! le! añadió!






RNA! se! precipitó! durante! al!menos! 3! horas! a! ]20ºC! añadiendo! 500! µL! de! isopropanol.!
Adicionalmente! se! añadió! 1! µL! de! glucógeno! (5! µg/µL,! Roche)! para! incrementar! el!
rendimiento!de!la!precipitación.!Tras!la!precipitación,!el!RNA!se!lavó!con!etanol!al!70%!y!
se! resuspendió! en! 87! µL! de! agua! de! RNA.! A! diferencia! del!método! del! fenol! ácido,! el!
















En!esta! tesis! se!ha! trabajado! con!dos!plásmidos! replicados!en!E.2 coli,! los! cuales!portan!






















en! tampón!MOPS! 1X! (20!mM!MOPS,! 4!mM!NaAc,! 1!mM! EDTA,! pH! 7)! con! 0.064%! de!
formaldehído.!La!preparación!de!las!muestras!consistió!en!mezclar!10!µg!de!RNA!con!una!
disolución!de! formaldehído! al! 6.5%,! formamida! al! 50%,!MOPS!1X,! tampón!de! carga!de!





































De! manera! genérica! se! realizaron! amplificaciones! de! regiones! concretas! del! DNA!
mediante!la!reacción!de!PCR!bajo!las!siguientes!condiciones:!en!un!volumen!final!de!100!





de! desnaturalización! a! 94ºC! durante! 3! min,! seguido! de! 25! ciclos! de! una! sucesión! de!
etapas!de!desnaturalización!a!94ºC!durante!30!seg,!anillamiento!de!los!cebadores!a!52ºC!




















total! de! 45! ciclos! consistentes! en:! 30! seg! desnaturalización! a! 95ºC,! 30! seg! de!
apareamiento!de!oligos!a!55ºC!y!30!seg!de!elongación!a!72ºC.!En!cada!ciclo!se!midió! la!
fluorescencia! después! de! la! elongación! a! 75ºC,! 80ºC! y! 82ºC,! dependiendo! de! la!
temperatura! de! fusión! del! producto! amplificado.! Finalmente! se! realizó! una! curva! de!
desnaturalización!de! los! productos! de!PCR.! Para! cada! reacción!de!PCR! se! utilizaron! los!







































marca! se! utilizó! un! RNA! sintetizado! en! presencia! de! únicamente! Bio]11]UTP,! y! como!
control!negativo!un!RNA!sintetizado!en!presencia!de!sólo!UTP.!Tanto!los!controles!como!
las!muestras!se!prepararon!a!una!concentración!de!30!ng/µL!en!agua!y!se!realizaron!ocho!
diluciones! seriadas.! De! cada! dilución! se! aplicó! 1! µL! sobre! una! membrana! de! nailon!
cargada! positivamente! Hybond2 N+! (GE! Healthcare).! Una! vez! depositados! los! RNAs,! la!
membrana!se!dejó!secar!al!aire!y!se!fijó!mediante!irradiación!con!50!mJ!de!luz!ultravioleta!
con!un!entrecruzador!GS!Gene!Linker! (BioRad).!A!partir!de!este!punto,! la!membrana!se!













Tras! la! electroforesis! en! gel! de! agarosa,! tanto! en! condiciones! nativas! como!






Debido! a! que! en! este! estudio! se! obtuvieron! RNAs! nacientes! marcados! mediante! la!
técnica! del! run]on! con! nucleótidos! modificados! de! distinta! naturaleza! (UTP]radiactivo,!
UTP]biotina),! el! procesamiento! y! el! revelado! de! la! señal! fue! distinto! en! cada! caso.! El!
revelado!de!la!señal!radiactiva!consistió!en!el!sellado!de!la!membrana!con!plástico!para!
uso!alimentario!y!su!exposición!en!una!pantalla! IP!BAS:MP! ! (FujiFilm).!La!adquisición!de!
imágenes!se!llevo!a!cabo!con!un!lector!FLA3000!Phosphorimager!(FujiFilm).!El!procesado!
de!la!membrana!para!la!detección!de!los!RNAs!biotinilados!siguió!el!mismo!proceso!que!











Los! geles! de! muestras! radiactivas! se! fijaron! sumergiéndolos! en! una! solución! de! ácido!
acético! glacial! al! 7%! y! se! dejaron! en! agitación! suave! durante! 30! min.! Tras! ello! se!
colocaron! sobre! papel!Whatmann,! se! cubrieron! con! plástico! para! uso! alimentario! y! se!
desecaron!en!un!desecador!de!geles!SGD5040!Slab!Gel!Dryer!(ThermoSavant)!durante!1!
hora! a! temperatura! ambiente.! Una! vez! secos! se! expusieron! en! una! pantalla! IP! y! se!
adquirió!la!imagen.!!
Los! geles!de!muestras!biotiniladas! se! transfirieron!a!membranas!de!nailon!mediante!el!
método!Wet!con!el!sistema!MiniProtean!Tetra!System!(BioRad)!en!TBE!0.5X!durante!90!






Para! acoplar!moléculas! de! biotina! a! los! RNAs!marcados! con! Tio]U!mediante! run:on! se!
siguió! el! protocolo! RNA2 Labelling! de! Lars! Doelken!!
(http://www.bio.ifi.lmu.de/webfm_send/2309),! ! con!modificaciones:! se!marcaron!50!µg!
de! RNA! de! run:on,! y! para! ello! se! emplearon! 2! µL! de! Biotin]HPDP! (1! mg/mL! en!
Dimetilformamida)!por!cada!microgramo!de!RNA,!1!µl!de!tampón!de!biotinilación!(10!mM!
Tris!pH!7.4,!1!mM!EDTA)!por!microgramo!de!RNA!y!7!µL!de!H2O!de!RNA!por!µg!de!RNA.!La!
reacción! transcurrió! en! tubos! Eppendorf! durante! 90! min! a! temperatura! ambiente! en!
oscuridad!en!un!agitador!de!rotación.!Después!se!dividió!la!muestra!en!dos!tubos;!en!el!
primero!se!precipitó!el!RNA!con!un!1/10!de!NaCl!5M!más!un!volumen!de!isopropanol!a!]









Los! RNAs! biotinilados! por! este! procedimiento! pueden! ser! liberados! de! la!molécula! de!








obtenidos! por! run]on! en! presencia! de! Br]UTP,! que! difieren! tanto! en! el! anticuerpo!
utilizado,!como!en!la!columna!de!purificación.!
!




de! RNAs! sintéticos! generados! en! presencia,! o! bien! del! nucleótido! modificado,! o! del!
nucleótido!natural,!en!proporciones!de!1000:1.!De!esa!mezcla!se!separó!una!alícuota!para!
la!posterior!qPCR.!!
Se! prepararon! dos! juegos! de! esferas! magnéticas:! conjugadas! con! anticuerpo,! y! sin!
conjugar.!Para!las!esferas!conjugadas,!0.6!µg!del!anticuerpo!anti]BrdU!(0.1!µg/µL,!Roche)!
se!mezclaron! con! 50! µL! de! esferas!magnéticas!Dynabeads2 Anti:Mouse2 IgG! (Invitrogen)!
lavadas.! Se! añadieron!100!µL!de! tampón!PBS/BSA! (140!mM!NaCl,! 2.7!mM!KCl,! 10!mM!
Na2HPO4,!1.8!mM!KH2PO4,!5!mg/mL!BSA,!pH!7.4)!y!se!dejó! incubando!en!rotación!1!h!a!
temperatura! ambiente.! A! los! 30! min! de! la! incubación! se! añadieron! 7! µg! de! DNA! de!






Dynabeads! sin! conjugar! se!hizo!de! la!misma!manera,! con! la!única!diferencia!de!que! se!
añadió!PBS/BSA!en!lugar!del!anticuerpo!anti]BrdU!a!las!esferas.!!
Cada! muestra! de! RNA! se! dividió! en! dos! tubos,! uno! que! se! incubó! con! las! esferas!
conjugadas! (muestra! IP),! y! otro! que! se! incubó! con! las! esferas! no! conjugadas! (control!
negativo,!muestra!Mock).!Los!tubos!de!RNA!se!desnaturalizaron!a!80ºC!durante!10!min!y!
se!enfriaron!en!hielo!5!min.!Seguidamente!se!les!añadió!10!µL!de!inhibidor!de!RNasas!y!




los! RNAs! retenidos! de! cada! muestra! calentando! a! 80ºC! durante! 10! min! en! 60! µL! de!
PBS/SDS!1%!en!agitación!vigorosa.!De!cada!pase!se!recuperaron!50!µL!de!eluído,!que!se!
limpió!de!SDS!utilizando!columnas!de!exclusión!molecular!ProbeQuant2G:50!(GE).!




Inmunopurificación! con! anticuerpos! unidos! a! esferas! de! agarosa.! Debido! a! que! las!
esferas! de! agarosa! utilizadas! para! este! experimento! vienen! preconjugadas! con! el!
anticuerpo! BrdU! (IIB5):! sc]32323]AC! (Santa! Cruz! Biotechnologies),! para! diseñar! el!




µL! de! tampón! de! bloqueo! (SSPE! 0.5X,! EDTA! 1mM,! Tween! 20! 0.05%,! PVP! 0.1%,! BSA! 1!
mg/mL)!y! resuspenderlas!en! tampón!de!conjugación! (SSPE!0.5X,!EDTA!1mM,!Tween!20!
0.05%).!La!preparación!de!los!RNAs!de!run]on!fue!tal!y!como!se!describe!en!el!apartado!
anterior.!Una! alícuota! se! guardó!para! qPCR.! La!muestra! se!mezcló! con! las! esferas! y! se!
mantuvo! incubando! en! rotación! a! temperatura! ambiente! durante! 1! h.! Las! esferas! se!



















añadió! Pull:Down2 Buffer,! PDB! (20! mM! Tris! pH! 8.0,! 100! mM! NaCl,! 1! mM! EDTA)! hasta!
alcanzar! un! volumen! inicial! de! 530! µL.! De! ellos! se! separaron! 30! µL! para! el! análisis!
posterior!por!qPCR.!A! continuación! se!añadieron!0.1!µL! (1!µg)!de! la!proteína!de! fusión!















Purificamos! los! RNAs! biotinilados! procedentes! de! run]on! usado! esferas! magnéticas!




a! temperatura!ambiente,! tras! lo! cual! se! lavaron!con! tres!pases!de! tampón!Binding2and2









Se! copiaron! los! RNAs! a! cDNA!mediante! transcripción! reversa! partiendo! de! 11.3! µL! de!
eluídos!de! las!purificaciones!selectivas,!a! los! !que!se! les!añadieron!1.2!µL!de!cebadores!
aleatorios!(3!µg/µL,!Invitrogen)!y!1!µL!de!inhibidor!de!RNasas.!Seguidamente!se!calentó!la!
muestra! a! 72ºC! durante! 10! minutos,! dejándola! a! continuación! enfriar! a! temperatura!
ambiente.!Posteriormente!se!añadieron!6!µL!de!5x!First2Strand2Buffer,!3!µL!de!DTT!0.1!M,!
1.5! µL! de! dNTPs! (16! mM),! y! 1! µL! de! retrotranscriptasa! SuperScript2 II2 RT! (200! U/µL,!
Invitrogen).!Para!realizar!la!RT!se!incubó!la!muestra!durante!1!hora!a!42ºC!más!15!min!a!
72ºC! para! inactivar! la! enzima.! Se! eliminó! el! exceso! de! nucleótidos! no! incorporados!














producidos!se! limpiaron!del!DNA!molde!y! los!nucleótidos!no! incorporados!con!el!kit!de!
purificación!MasterPure!Yeast2RNA2Purification2Kit2(Epicentre!Biotechnologies),!siguiendo!
las!instrucciones!del!fabricante.!





Los! RNAs! de! pequeño! tamaño! (<200! nt)! se! seleccionaron! mediante! el! uso! del! kit! de!
aislamiento! de! micro! RNAs! NucleoSpin2 miRNA! (Macherey]Nagel),! siguiendo! las!














final! de! 1400! µL.! 700! µL! se! cargaron! en! una! columna!NucleoSpin2miRNA2 Column! y! se!
centrifugaron! durante! 30! seg! a!máxima! potencia,! descartándose! el! líquido! que! pasó! a!
través!de! la!columna.!Tras!ello!se!repitió!el!paso!con!el!resto!de! la!muestra.!A!partir!de!
este! punto! tanto! la! columna! con! los! RNAs! grandes,! como! la! columna! con! los! RNAs!
pequeños!se!lavaron!en!paralelo!añadiendo!700!µL!de!Buffer2MW2!y!centrifugando!30!seg.!









Para! hibridar! un! DNA! genómico! de! referencia! de! S.2 cerevisiae! en! los! microchips! de!
embaldosado!(ver!apartado!Hibridación2de2microchips2de2embaldosado)!fue!necesario!un!
primer! paso! de! fragmentación! de! las! cadenas! de! DNA! hasta! alcanzar! un! tamaño!

















El! experimento! modelo! para! la! detección! de! eventos! de! transcripción! naciente! en!
levadura!a!escala!global!es!el!GRO,!descrito!en!(García]Martínez!et2al.,!2004;!modificado!
en!García!Martínez!et2al.,!2011).!En!esta!tesis!se!ha!modificado!el!protocolo!para!estudiar!
la! influencia! de! la! incubación! con! RNAsa! A! en! la! eficiencia! de! incorporación! de!







las! células! se! descongelaron! en! hielo! y! se! permeabilizaron! lavándolas! con! 10! mL! del!
detergente! sarkosil! al!0.5%.!Tras!el! lavado,! las! células! se!dividieron!en!dos!alícuotas:! la!




RNasa,! y! se! transfirieron! a! un! nuevo! tubo,! donde! se! procedió! a! dar! el! pulso! de!
transcripción! con! un! nucleótido! radiactivo.! Las! células! de! la! muestra! control! fueron!
resuspendidas!en!120!µL!de!agua!mientras!que!las!que!habían!sido!tratadas!con!RNasa!se!
resuspendieron!en!115!µL!de!agua,!y!se!les!añadió!5!µL!de!RNase!OUT!para!proteger!los!







marcado! (Bromo]UTP,!Metil]CTP)! éste! se! añadió! a! la! concentración! adecuada! en! cada!
caso!en!sustitución!del!α]33P]UTP.!La!reacción!de!run]on!se!produjo!incubando!la!mezcla!a!
30ºC!en!agitación!durante!5!min.!La!reacción!se!detuvo!con!1!mL!de!agua!atemperada!a!




de! EtOH!96%!durante! 3! horas! a! ]20ºC.! El! RNA! se! resuspendió! en! 300!µL! de! agua! y! se!














UTP! (5!µM,!TriLink)! como!de!Bio]11]UTP! (10!mM,!Ambion),! ajustándose! los! volúmenes!
finales!de!reacción!con!agua.!Tras!el!pulso!transcripcional,!para!extraer!el!RNA!tiolado!se!
utilizó! el! método! del! fenol! ácido,! y! para! el! RNA! biotinilado! el! de! la! proteinasa! K.!
Seguidamente,!a!los!RNAs!tiolados!se!les!incorporaron!moléculas!de!biotina!mediante!el!














para! medir! la! eficiencia! de! incorporación! radiactiva! en! células! de! levadura! tras! la!
congelación!rápida!en!nitrógeno!líquido.!!






transcripción! 2.5X,! 1! µL! de! rNTPs,! 0.375! µL! de! DTT! y! 1! µL! de! α]33P]UTP.! El! pulso! de!
transcripción!se!dio!incubando!las!mezclas!a!30ºC!durante!5!min.!Se!paró!la!reacción!con!
62.5! µL! de! agua! atemperada! a! 4ºC,! y! se! mantuvieron! las! células! en! hielo! hasta! el!
siguiente!paso!del!protocolo.!
En! los! casos! en! los! que! el! experimento! requirió! de! una! depleción! previa! de! los!mRNA!
celulares,! las! muestras! fueron! tratadas! de! forma! similar! a! las! del! GRO:! tras! la!
permeabilización!inicial!se!mezclaron!las!células!con!2!µL!de!RNasa!A!(10mg/mL)!disuelta!
en!200!µL!de!sarkosil!durante!10!min!a!30ºC!en!agitación.!Tras!ello!se!lavaron!las!células!










basado! en! lo! descrito! en! el! manual! de! laboratorio!Molecular2 Cloning,! apéndice! A8.25!
(Sambrook!y!Russell,!2001).!Se!cortaron!trozos!de!papel!de!fibra!de!vidrio!GF!6!(Schleicher!





mL!de! líquido!de! centelleo! y! se!midió!en! contador!de! centelleo.!De!esta!manera! sirvió!
como!medida! de! la! radiactividad! total! (entendida! tanto! como!nucleótidos! libres,! como!
nucleótidos! incorporados!por! las!RNAPs!en!RNAs!nacientes)!en!contacto!con! las!células!
durante! la! reacción! de! run:on! (muestra! Total).! Los! otros! dos! tubos! se! procesaron! en!



















de!DNA]S.C.S.I.E! de! la! Universitat! de! València.! Los! filtros! utilizados! son!membranas! de!
nailon!cargadas!positivamente!Nytran2SPC!(Whatman)!sobre!las!que!se!depositaron!6144!
sondas!de!DNA!bicatenarias!generadas!mediante!PCR!utilizando!el! robot!de! fabricación!
de! chips! BioGrid! (BioRobotics).! Para! una! descripción!más! detallada! ver! Alberola! et2 al.,!
(2004).!Los!filtros!utilizados!correspondieron!a!la!versión!10.!La!hibridación!de!la!muestra!
radiactiva! se! realizó! tras! pre]hibridar! los! filtros! en! Solución! de! Hibridación! (tampón!
fosfato!0.5!M,!EDTA!1mM,!SDS!7%,!pH!7.2)!durante!1!hora!a!65ºC.!Tras!ello!se!añadió!la!
muestra!a!una!concentración!de!5!millones!de!dpm/mL!en!un!volumen!de!3!mL!y!se!dejó!
hibridar! en! horno! rotatorio! a! 65ºC! durante! 48! horas.! Tras! ello! se! recuperó! la!muestra!
para!posibles!futuros!usos!y!se!lavaron!las!membranas!durante!10!minutos!a!65ºC!con!un!
pase!de! Solución!de! Lavado!1! (1X! SSC,! 0.1%!SDS)! y!dos!pases!de! Solución!de! Lavado!2!
(0.5X!SSC,!0.1%!SDS).!Las!membranas! lavadas!se!sellaron!entre! láminas!de!plástico!y!se!
expusieron!sobre!pantallas!IP!durante!un!tiempo!variable,!determinado!por!la!intensidad!
de! señal! global! de! hibridación! de! cada! membrana! medida! por! contador! Geiger.! Tras!







hibridaron! en!microchips! de! embaldosado!Tiling2Array2 Custom! (PN!520055,!Affymetrix,!
Santa! Clara,! CA)! diseñados! por! Lars! Steinmetz! del! Laboratorio! Europeo! de! Biología!
Molecular!(EMBL!Heidelberg,!Alemania),!(David!et2al.,!2006).!Con!un!diseño!basado!en!la!






de! secuencia! entre! ellas! de! 17! nucleótidos! (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/files/A]
AFFY]116).!Las!hibridaciones!se!llevaron!a!cabo!en!el!Servicio!de!Análisis!Multigénico!de!la!
Unidad! Central! de! Investigación! UCIM! /! INCLIVA! de! la! Universitat! de! València.! Se!
hibridaron! 10! µg! de! RNA! de! BioGRO! directamente! sobre! el! chip,! siguiendo! los!
procedimientos! descritos! a! partir! del! apartado! 5! (Hibridization)! del!manual!GeneChip®2
Whole2 Transcript2 (WT)2 Sense2 Target2 Labeling2 Assay2 Manual,! usando! el! GeneChip®2
Hybridization,2Wash2and2Stain2Kit2(P/N!900720).!!
Debido! a! la! baja! intensidad! de! señal! quimioluminiscente! que! proporcionó! el! método!





Se! siguió! el! protocolo! descrito! en! el! kit! de! preparación! de! librerías! de! secuenciación!
masiva! NEBNext2 Small2 RNA2 Library2 Prep2 Set2 For2 Illumina! (New! England! Biolabs).! La!
muestra!de!BioGRO!se!acompañó!en!paralelo!de!un!control!negativo!de!biotinilación,!que!
consistió!en!otra!muestra!procesada!de!la!misma!manera,!pero!con!la!única!diferencia!de!









las! RNasas! durante! el! proceso! de! BioGRO! elimina! los! extremos! 5’! fosfato,! generando!
fragmentos!de!RNA!con!extremos!5’]OH,!para!poder!realizar!reacciones!de!ligación!sobre!




anterior! 1! µL! (10! unidades)! de! polinucleótido! quinasa! (PNK,! Roche)! y! 2! µL! del! tampón!
PNK! 10X! suministrado! con! la! enzima.! Se! llevó! la!mezcla! a! 30! µL! finales! con! agua! y! se!
incubó!30!min!a!37ºC,!manteniendo!posteriormente!las!muestras!a!4ºC!hasta!el!siguiente!
paso.!






4º! paso:! ligación! del! adaptador! 5’.! A! los! 25.5! µL! de! RNAs! del! paso! anterior! se! les!
añadieron!2.5!µL!de!5’2Ligase2Enzime2Mix,!1!µL!de!5’2Ligation2Reaction2Buffer210X!y!1!µL!














la!muestra! por! PCR.! ! La!mezcla! de! reacción! constó! de! 21.25! µL! de! eluídos,! 2.5! µL! de!






durante!30! seg,! seguido!de!16! ciclos!de!una! sucesión!de!etapas!de!desnaturalización!a!
94ºC!durante!15!seg,!anillamiento!de!los!cebadores!a!62ºC!durante!30!seg,!y!extensión!a!
70ºC! durante! 15! seg.! El! último! paso! consistió! en! una! extensión! final! de! las! cadenas!




previo! se! limpiaron! los! productos! de! PCR! de! nucleótidos! no! incorporados! y! de! otros!
restos! de! mix! de! reacción! con! el! kit! de! purificación!GeneJet2 PCR2 Purification2 Kit2 from2









Los! archivos! en! formato! .CEL! con! las! imágenes! adquiridas! mediante! el! scanner! de!
microchips!se!procesaron!con!el!programa!Tiling2Analysis2Software!(TAS,!Affymetrix),!con!
los!parámetros!de!detección!de!señal!ajustados!por!defecto.!!
Para! la! inspección!visual!de! las! señales!de!hibridación!en! relación!a! las!anotaciones!del!
mapa!genómico!de!referencia!de!S.2cerevisiae!se!utilizó!el!programa! Integrated2Genome2
Browser2(http://bioviz.org/igb.html).!
Adicionalmente,! se! usó! software! basado! en! scripts! de! código! en! lenguaje! estadístico! R!
(http://www.r]project.org/)! para! la! lectura! y! procesado! posterior! de! los! archivos! .CEL.!






adaptados! posteriormente! para! el! desarrollo! de! esta! tesis.! Adicionalmente! se! utilizó! el!










proporcionada! por! un! gDNA! procesado! e! hibridado! bajo! las! condiciones! estándar! de!
Affymetrix.!Para!ello!se!utilizó!el!método!de!normalización!por!cuantiles.!
El!mismo!método!de!cuantiles!se!utilizó!para!comparar!entre!sí!las!distintas!hibridaciones!












• Base! de! datos! SGD.! "Saccharomyces2 Genome2 Database"!
(http://www.yeastgenome.org/)!(Cherry!et2al.,!2012).!
• La! herramienta! de! minería! de! información! bibliográfica! Textpresso2 for2 yeast!
(http://textpresso.yeastgenome.org/)!(Muller!et2al.,!2004).!
• La! potente! herramienta! online! de! análisis! global! del! genoma!de! Saccharomyces!









• Las! bases! de! datos! de! experimentos! de! microarrays,! ArrayExpress!
(http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress)!y!GEO!(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)!
















































































de! embaldosado! de! Affymetrix.! Su! trabajo! en! este! sentido! se! centró! en! testar! la!
incorporación!al!RNA!naciente!de!nucleótidos!no!radiactivos,!como!el!Tio]UTP!y!la!Biotina]
UTP,!compatibles!con!la!mencionada!plataforma.!
El! Tio]UTP!es!un! análogo!de! la! uridina!que!es! incorporado!de!manera! eficiente!por! las!
RNAPs!(Melvin,!1978),!y!que!puede!ser!covalentemente!unido!a!una!molécula!de!biotina!
mediante! tratamiento! con! un! compuesto! (Biotin]HPDP)! que! genera! puentes! disulfuro!
entre!la!biotina!y!el!residuo!de!uridina.!La!biotinilación!de!los!nucleótidos!con!grupos!tiol!
incorporados! in2 vivo! al! RNA! naciente! se! utiliza! como! estrategia! para! la! posterior!
separación!específica!del!RNA!maduro!no!biotinilado!(Dolken,!2008).!Tras!comprobar!que!
la!incorporación!de!Tio]UTP!por!las!RNAPs!de!la!levadura!durante!el!run]on!era!efectiva,!
los! controles! que! utilizó! para! el! proceso! de! biotinilación! revelaron! un! artefacto! muy!
evidente,!pero!de!difícil!explicación:!la!aparente!incorporación!no!mediada!por!run]on!de!





hibridación!directa! de! la!muestra! en! los! chips! de!Affymetrix.! Paralelamente,! se! hibridó!
una! alícuota! de!misma!muestra! procesada! de! tal!manera! que! los! RNAs! biotinilados! se!
separaron! del! resto! con! esferas! magnéticas! recubiertas! de! estreptavidina,! y! se!




resultados! no! fueron!muy! concluyentes! debido! a! la! débil! señal! obtenida! de! los! chips,!
situada!en!el!rango!inferior!de!sensibilidad!de!la!técnica,!que!sólo!permitió!detectar!unos!
pocos! genes! de! alta! transcripción! (figura! A).! Aunque! la! hibridación! de! la! muestra!
purificada!y!amplificada!aumentó!el!nivel!de!señal,!el!análisis!preliminar!tampoco!fue!muy!
concluyente.! La! comparación! de! los! perfiles! de! transcripción! naciente! con! los! de! RNA!
maduro!resultaron!ser!muy!similares,!no!pudiéndose!confirmar!categóricamente!que!las!
señales!se!debieran!a!la!hibridación!de!uno!u!otro.!Como!perspectiva!final,!en!la!tesis!de!V.!
Pelechano! se! sugirieron! dos! estrategias! distintas! para! mejorar! el! método:! 1)! utilizar!






del! cromosoma! VII! en! el! que! se! muestran! las! señales! de! un! GRO! con! biotina! amplificado!




experimentos! preliminares! llevados! a! cabo! en! nuestro! laboratorio! encaminados! al!












con! los!RNAs!nacientes!de! interés! sea!muy!elevada.! Las! técnicas!desarrolladas!hasta! la!
fecha! para! tal! fin! cuentan! con! diversos! métodos! para! enriquecer! la! muestra! en! RNAs!
nacientes! de! manera! específica,! pero! ninguna! está! exenta! de! arrastrar! RNA! maduro!
contaminante,! con! lo! que! se! introduce! ruido! en! los! resultados.!Una!manera! simple! de!










naciente,! y! que! la! eficiencia! de! incorporación! de! nucleótidos! por! las! RNAPs! tras! el!
tratamiento!con!RNasas!no!se!ve!prácticamente!afectada!(Jackson!et2al.,!1998).!Asimismo,!
se! muestra! que! la! extensión! de! la! elongación! depende! de! la! concentración! de! los!
nucleótidos! presentes! durante! la! reacción,! siendo! posible! controlarla! limitando! la!
disponibilidad!de!uno!de!los!nucleótidos!(Core!et2al.,!2008).!
En! el! presente! trabajo! se! adaptó! la! digestión! con! RNasa! en! células! de! levadura,!
empleándose!como!paso!previo!a!las!reacciones!de!run]on.!Las!ventajas!de!este!proceso!
son:! 1)! se! enriquece! la! muestra! inicial! en! RNAs! nacientes;! 2)! al! eliminar! casi!





dependencia!con! la! concentración!de!nucleótidos!añadidos!para!ajustar! las! condiciones!
de! reacción,! y! por! esta! misma! razón,! 3)! se! puede! aumentar! la! resolución! del!












RNAs!maduros:! las!bandas!de! los! rRNAs!25S!y!18S,!y! las!bandas!correspondientes!a! los!










Para! comprobar! que! la! degradación! por! RNasa! no! impide! la! posterior! reacción! de!
incorporación!de!nucleótidos! in2vivo,!procesamos!diversas!alícuotas!de!células!para!GRO!
radiactivo! bajo! diferentes! condiciones! control! y! experimentales.! Para! ello! se! siguió! el!
esquema! general! descrito! en! la! sección! de! Materiales! y! Métodos! (Genomic2 run:on2




RNasas! durante! la! reacción! de! run]on! para! prevenir! la! degradación! de! los! RNAs!
sintetizados! a! partir! de! ese! momento.! Como! controles! se! utilizaron! las! siguientes!
muestras:!1)!una!alícuota!se!permeabilizó!con!sarkosil!pero!no!se!trató!con!RNasa;!2)!otra!
se! permeabilizó,! se! trató! con! RNasa,! pero! no! se! lavó! posteriormente! para! eliminar! la!
nucleasa;!3)!otra!no!se!permeabilizó!con!sarkosil!y!se!trató!con!RNasa!y!4)!una!última!a!la!
que!se! le!hizo! la!reacción!de!run]on!sin!añadir!nucleótidos!en! la!mezcla!de!reacción.!La!
muestras! experimentales! consistieron! en! tres! alícuotas! permeabilizadas,! tratadas! con!




las!células!de! levadura;!2)!que!tras! la!degradación!con!RNasa! las!RNAPs!son!capaces!de!
incorporar! el! nucleótido! radiactivo! mediante! run]on,! 3)! que,! a! su! vez,! la! tasa!













Figura! 2.! Incorporación! de! nucleótidos! radiactivos! mediante! GRO! en! diferentes!
condiciones.! Se! muestra! la! señal! de! BrEt! de! los! RNAs! extraídos,! y! la! señal! radiactiva,!
específica! de! los! RNAs! nacientes.! La! muestra! 1! corresponde! a! un! GRO! en! el! que! se! ha!
omitido!el!paso!de!degradación!con!RNasa.!Las!muestras!2]4!son!GROs!digeridos!con!RNasa!






También!se!descubrió!que! la!congelación!de! las!muestras!debía! realizarse!en!nitrógeno!
líquido,!ya!que!recoger! las!células!y!transferirlas!directamente!a!]20ºC!resultaba!en!una!
notable! degradación! de! los! RNAs! celulares,! debido! probablemente! a! que! el! tiempo!
transcurrido! hasta! que! la! temperatura! de! la! muestra! baja! por! debajo! de! 0ºC! es! lo!
suficientemente! prolongado! como! para! permitir! la! actuación! de! las! ribonucleasas!





la! posterior! degradación! por! RNasas,! por! lo! que! llevamos! a! cabo! un! experimento! de!
Filter:GRO! (descrito! en! Materiales! y! Métodos)! con! dos! muestras:! 1)! un! control! cuyas!
células!no!se!congelaron,!procediéndose!directamente!al!ensayo!de!Filter:GRO,!y!2)!una!
muestra! cuyas! células! se! congelaron! inmediatamente! en! nitrógeno! líquido! y! tras! dos!
horas!a!]20ºC!se!procesaron!para!el!ensayo.!Teniendo!en!cuenta!que!los!porcentajes!de!
incorporación! resultantes!de!un!ensayo!de!Filter:GRO! obtenidos!en!nuestro! laboratorio!
previamente!con!células!sin!congelar!se!situaron!en!torno!al!3.5%!(datos!no!mostrados),!
los! resultados! de! la! Figura! 3!muestran! que,! tal! y! como! se! había! descrito! previamente!
(Jackson! et2 al.,! 2008),! la! degradación! con! RNasas! no! disminuye! significativamente! el!
porcentaje!de! incorporación!radiactiva,!y!que! la!congelación!rápida!sorprendentemente!





se! congelaron! en! N2! durante! unas! horas.! Se! muestra! el! porcentaje! de! radiactividad!
incorporada!en!RNA!despues!de!5!min.!de!run:on!a!30ºC.!
!











Lo!siguiente!que!nos!planteamos! fue!aplicar! las!mejoras!aportadas!con! la!digestión!con!
RNasas!a!las!estrategias!de!GRO!en!el!que!se!sustituyera!el!nucleótido!radiactivo!(33P]UTP)!




Figura! 4.! Esquema! de! las! distintas! aproximaciones! empleadas! en! este! trabajo! para! el!
marcaje! y! enriquecimiento! de! RNAs! nacientes.! *! La! estrategia! de! purificación! del! RNA!





Una! vez! marcados! los! RNAs2 in2 vivo! siguiendo! el! esquema! anterior,! se! utilizaron! para!









de! Materiales! y! Métodos.! Para! evaluar! la! selectividad! del! proceso! de! biotinilación!
también!se!trató!en!las!mismas!condiciones!una!muestra!de!RNA!total!obtenida!mediante!
extracción! estándar! de! ácidos! nucleicos.! Tanto! las! tres! muestras! anteriores,! como! un!
control! negativo! de! RNA! total! sin! biotinilar,! se! separaron! por! tamaño! en! un! gel! de!




y! 5S,! además! del! dsRNA! de! 4.6! kb! del! virus! L]A! (Fujimura,! 2010).! Esto! confirmara! los!
resultados! obtenidos! previamente! en! nuestro! laboratorio,! en! los! que! se! encontró! que!
aparentemente!residuos!Tiol!se!incorporan!a!los!RNAs,!de!manera!independiente!del!run]
on.! A! pesar! de! los! resultados,! y! dado! que! la! estrategia! de! degradación! con! RNasa!
soluciona!parcialmente!el!problema!de!la!biotinilación!inespecífica,!decidimos!ir!adelante!
con! el! GRO! con! Tio]UTP,! añadiendo! no! obstante! etapas! de! purificación! adicionales! a!
modo! de! unión! de! los! RNAs! biotinilados! a! esferas! magnéticas! recubiertas! de!
estreptavidina.!Para!ello!se!siguió!la!estrategia!descrita!en!Materiales!y!Métodos!para!la!
purificación! selectiva! de! RNAs! biotinilados.! A! modo! de! control! de! la! eficiencia! de!
purificación!se!utilizaron!un!par!de!RNAs!sintéticos!de!secuencia!conocida!(de!la!bacteria!
Bacillus2 subtilis)! generados! in2 vitro,! uno!en!presencia!del!nucleótido!modificado,! y!otro!




proceso! y! se! monitorizan! a! lo! largo! de! las! etapas! de! la! purificación.! Sin! embargo,! en!
nuestro!caso!no!fue!posible!seguir!este!método!ya!que! la!transcripción! inversa!con!Tio]
UTP! falló! sistemáticamente.! En! su! lugar! se! siguió!el! proceso!de!purificación!de!manera!!





tinción! con! BrEt! de! los! RNAs! y! la! procedente! de! la! biotina! específicamente.! La! primera!
muestra!es!un!GRO!con!Tio]UTP!sin!el!paso!de!digestión!con!RNasa.!La!segunda!es!un!GRO!











únicamente! un! 16%! de! la! radiactividad! inicial! quedaba! unida! tras! la! incubación! y! los!
lavados,! y! que!únicamente!el! 3%!de! la! radiactividad! inicial! se! eluía! en!el! paso! final.! Se!





Una! vez! descartado! el! uso! del! Tio]UTP,! realizamos! una! búsqueda! bibliográfica! y!
encontramos! que! diversos! autores! habían! hecho! uso! del! análogo! Bromo]UTP! para! la!
caracterización!de!la!transcripción!naciente!en!diversos!organismos!distintos!a!la!levadura.!
Las! estrategias! utilizadas! por! los! autores! se! basaban! en! uno! caso! en! el! marcaje!
metabólico! de! RNAs! seguido! de! IP! con! anticuerpos! anti]BrU! en! células! de! mamíferos!
(Jackson!et2 al! 1993,!Ohtsu!et2 al! 2008),! y! en! otro! caso! en! el!marcaje!mediante! run:on,!
seguido! también! de! IP,! en! células! humanas! (Core! et2 al.,! 2008;! para! una! revisión! ver!
Friedel!y!Doelken,!2009).!En!el!presente!trabajo!decidimos!testar!el!marcaje!con!Br]UTP!
en! levadura!mediante!run:on.!Para!ello!preparamos!primero! las!células!para! la!reacción!
de! run]on! de! la! misma!manera! que! en! el! apartado! anterior,! y! realizamos! el! pulso! de!
transcripción! en! presencia! de! 5]Bromo]UTP.! La! incorporación! de! Bromo]U! en! los! RNAs!
nacientes!se!comprobó!mediante!dot2blot!(datos!no!mostrados)!y!se!inmunoprecipitó!con!
anticuerpos!que! reconocen! los! residuos!de!bromo! incorporados.!Dado!que!existían!dos!
aproximaciones!similares!a!la!IP!de!RNAs!con!bromo!descritas!en!la!literatura,!decidimos!
testar! ambas! y! comparar! su! eficiencia.! Para! ello! nos! basamos! en! los! procedimientos!
descritos! en! los! artículos! de! Ohtsu! et2 al.,! (2008)! y! Core! et2 al.,! (2008).! La! diferencia!
fundamental!entre!las!estrategias!radica!en!la!utilización!de!anticuerpos!anti]BrU!de!dos!




purificación! consistió! en! monitorizar! la! presencia! mediante! qPCR! de! transcritos! de!









tras! la! purificación.! Estos! valores! de! enriquecimiento! distan! considerablemente! de! los!
que!obtienen! los!autores!de! los!trabajos,!siendo!de!casi!el!doble!(83!veces)!el!grado!de!
purificación!en!el!caso!de!Ohtsu!y!col,!y!de!1250!veces!en!el!caso!del!grupo!de!Core!y!col.!
Por! tanto,! y! teniendo!en!cuenta,! como!ya! se!ha!dicho,!que!menos!del!1%!del! total!del!
RNA!es!de!nueva!síntesis,!es!fácil!asumir!que!la!muestra!enriquecida!contendrá!niveles!de!
contaminación! demasiado! elevados.! Tras! intentar! optimizar! la! eficiencia! de! ambos!
procesos!a!diversos!niveles!y!obtener!similares!resultados!de!enriquecimiento,!decidimos!




Al! mismo! tiempo! en! que! se! realizaron! los! experimentos! con! el! Br]UTP,! apareció! un!
trabajo!en!el!que!se! realizaba!una!purificación!selectiva!de!DNA!metilado,!basada!en!el!
reconocimiento!de!grupos!metilo!por!parte!de!una!proteína!de!fusión!en!C]terminal!de!la!
Glutatión]S]Transferasa! (GST)! con!el!dominio!de!unión!a!grupos!metilo! (Methyl2Binding2
Domain,! MBD)! de! la! proteína! humana! MeCP2p,! portando! una! etiqueta! His6!
(Kangaspeska,! 2008).! A! pesar! de! tratarse! de! un! sistema! diseñado! y! testado! para! el!
aislamiento! de! islotes! de! dinucleótidos! CpG! metilados! en! DNA,! decidimos! estudiar! la!
posible! eficiencia! del! reconocimiento! de! RNAs! metilados.! Para! ello,! y! tras! realizar! la!
reacción!de!GRO!en!presencia!de!5]Metil]CTP!y!comprobar!la!presencia!de!Metil]C!en!los!
RNAs! nacientes! mediante! dot2 blot! (datos! no! mostrados),! procedimos! a! aislar! el! RNA!
marcado! adaptando! el! procedimiento! descrito! por! la! autora! del! trabajo! (descrito! en!
Materiales! y!Métodos).! El! seguimiento!de! la!purificación! se! llevó!a! cabo!monitorizando!






más!RNA!marcado!que!no!marcado!en! la! fracción! IP!al! final!del!proceso.!Contando!con!
que!en!la!levadura!la!proporción!inicial!entre!RNA!maduro!y!naciente!es!de!290!veces!a!






Dado! que! con! las! estrategias! descritas! hasta! ahora! de!marcaje! y! posterior! purificación!
selectiva!de!RNAs!nacientes!no! se!obtuvo!el! rendimiento!esperado,!decidimos! retomar!
los!experimentos!llevados!a!cabo!en!nuestro!laboratorio!previamente!(Vicent!Pelechano,!
Tesis!Doctoral,!2009)!en!relación!a! la!hibridación!directa!de!RNAs!biotinilados!mediante!
GRO.! Esta! estrategia! posee! la! ventaja! de! que! la! señal! de! hibridación! proviene!





obstante,! existen! teóricamente! varias! maneras! de! minimizar! esta! desproporción:! 1)!
degradar! con! RNasa! previamente! al! run]on! para! eliminar! todo! lo! posible! los! RNAs!
maduros!de!las!células!(de!manera!que!para!una!misma!cantidad!de!RNA!hibridado!en!el!
microchip! la! proporción! de! la! fracción! marcada! sea! mayor,! no! tan! susceptible! de! ser!
desplazada! por! la! no! marcada),! y! 2)! visto! en! el! apartado! 1.2! que! tras! separar!
electroforéticamente!los!RNAs!de!GRO!la!señal!de!interés!se!concentra!en!una!región!en!


























gel! desnaturalizante! de! poliacrilamida! (PAGE]urea),! se! reveló! la! señal! de! biotina! con!
métodos!quimioluminiscentes! (figura!7,!panel!A).!Por!comparación!con!un!marcador!de!
tamaño!se!deduce!que!el!rastro!difuso!de!señal!está!comprendido!entre!las!bandas!de!30!
y! 90! bases! del!marcador,! siendo! esta! última! posicionada! en! el! gel! por! extrapolación! a!






Dado! que! uno! de! los! objetivos! de! la! presente! tesis! es! aplicar! el! método! de! GRO! no!
radiactivo! al! estudio! de! mutantes,! quisimos! determinar! si! la! capacidad! de! elongación!
observada! para! la! cepa! silvestre! era! la! misma! en! cepas! mutantes! relacionadas! con! la!
























Figura! 7.! Análisis! del! tamaño! de! elongación! de! runJon! con! BiotinaJUTP.! (A)! RNAs! de!
BioGRO! separados! por! tamaño! en! gel! PAGE]Urea! y! analizados! por! Northern.! Los! RNAs!
biotinilados! (R)! aparecen! como! una! mancha! de! señal! de! luminiscencia! difusa! centrada!








de! BioGRO.! La! efectividad! del! método! en! este! caso! se! evaluó! mediante! Northern! y!
revelado!de! la! señal! de!biotina.!Al! analizar! comparativamente! la! señal! de!biotina!de! la!
fracción!pequeña!con! la!del!RNA!de!partida!y! la! fracción!grande,!se!vio!que,!a!pesar!de!
que!hay!una!pequeña!parte!de!la!señal!que!se!queda!en!la!fracción!grande!!]con!lo!que!se!
pierde! para! el! análisis! posterior],! la! mayoría! de! la! señal! se! concentra! en! la! fracción!
pequeña,! por! lo!que! se!puede!decir! que!ha!habido!una! selección!por! tamaño!efectiva.!

























Figura! 9.! Estrategia! de! doble! tinción! de! los!microarrays! de! embaldosado.! A)! Tomando!
como!ejemplo!un!cuadrante!al!azar!del!microchip,!la!señal!quimioluminiscente!de!los!spots!
aumenta!visiblemente.!B)!Al!comparar!las!señales!de!hibridación!de!los!todos!los!genes,!se!










como!muestra! el! elevado! grado!de! correlación!para! la! comparación! entre! las! tinciones!





ricas! en! uridinas! dieran! más! señal! de! fluorescencia.! Para! descartarlo,! se! hizo! una!
comparación! entre! la! señal! de! BioGRO! y! la! composición! de! bases! del! DNA,! a! escala!
genómica.! Para! ello! se! segmentó! el! genoma! en! porciones! de! 100! nt,! y! se! tomaron! los!
valores! promedio! de! señal! de! BioGRO! y! de! porcentaje! de! G+C.! Tras! ello! se! tomó! una!
muestra!aleatoria!de!10.000!datos!que!se!representó!gráficamente!(figura!10,!A).!A!modo!




no! existe! una! relación,! ni! directa! ni! inversa,! entre! regiones! ricas! en! A+T! y! la! señal!




la! capacidad! de! hibridación! intrínseca! de! las! sondas! del! chip! normalizando! frente! a! la!













Una!vez!alineados,! los! inspeccionamos!visualmente!con!el! software! Integrated2Genome2
Browser2(IGB),!y!tratamos!de!encontrar!perfiles!característicos!del!RNA!naciente!que!nos!
permitieran! confirmar! la! autenticidad! de! los! datos.! Para! ello! mapeamos! las! señales!
procedentes!de!la!hebra!Crick!de!un!BioGRO!y!de!un!RNA!maduro!preparado!mediante!el!





• La!presencia!de!señal!alta!de!RNAs!nacientes!en! la! región!de! los! intrones!de! los!
genes!RPS6A! y!RPL19A,! específicamente! en! los! datos! de!BioGRO,! refleja! que! se!
trata!mayoritariamente! de! RNA! naciente!marcado! durante! el2 run:on2que! no! ha!
tenido!tiempo!de!ser!procesado!por!la!maquinaria!de!corte!y!empalme!de!intrones.!
• La!presencia!de!señal!en! la!hebra!Crick!en!el! caso!del!gen!mapeado!en! la!hebra!












señal! dentro! de! la! región! intrónica,! sólo! en! el! caso! de! la! muestra! de! BioGRO.! (B)! Otro!














gen,!y!estos!valores! fueron! transformados!a!escala! logarítmica!y!comparados!con!otros!
conjuntos! de!datos! genómicos!de! interés,! tras! estandarizarlos!mediante!Z:score.! En! las!





regulón! transcripcional! (Warner! et2 al.,! 1999,! Pelechano! et2 al.,! 2009),! y! cuya! posición!
relativa! en! la! nube! de! puntos! nos! sirve! para! ilustrar! las! posibles! diferencias! en! las!
medidas!de!TR!entre!las!distintas!metodologías!con!las!que!se!obtienen.!Respecto!a!estos!
genes,! la! comparación! con! los! datos! de! SR! obtenidas! por! el! grupo! de! Patrick! Cramer!
mediante!el!método!Dynamic2Transcriptome2Analysis,!DTA! (Miller!et2al.,!2011)!muestra!
una!ligera!tendencia!a!tener!valores!algo!más!altos!en!BioGRO!(figura!12,!A).!Dado!que!el!























por! Z]score.! En! la! esquina! derecha! inferior! de! cada! gráfico! se! muestra! el! coeficiente! de!
Pearson! para! cada! correlación.! Los! genes! RP! se! representan! en! azul,! y! el! general! de! los!
genes!en! rojo.!DTA!es!el! cálculo!de! SR! (Miller!et2al.,! 2011),! RNAPII! son!datos!de!ChIP!del!




Esto! indicaría! que! la! técnica! no! radiactiva! es! capaz! de! capturar! mejor! la!
transcripción!naciente!en!esos!genes!que!la!radiactiva,!para!lo!cual!no!tenemos!una!
explicación! clara.! En! la! comparación! de! los! datos! de! BioGRO! con! los! de!











Durante! la! realización! de! esta! tesis! apareció! publicado! un! trabajo! del! laboratorio! de!
Patrick! Cramer! (Sun! et2 al.,! 2012)! en! el! que,!mediante! la! técnica!Comparative2 Dynamic2
Transcriptome2 Analysis,! cDTA,! se! actualizaba! el! método! de! medición! de! tasas! de!








todas! las!RNAPs!que!empezaran! a! transcribir! llegaran! al! final! del! transcrito,! a! una! tasa!


























Como! paso! previo,! y! dado! que! las! conclusiones! a! las! que! llegan! Sun! y! col.! (2012)!
dependen! en! gran! medida! de! las! dos! asunciones! mencionadas,! usamos! los! datos! de!
BioGRO!para!testar!una!de!ellas:!TI!constante!para!todos!los!genes.!Como!hemos!visto,!el!




zona! de! elongación! productiva! tras! fosforilación! en! Ser2! (Wade! y! Struhl,! 2008).! Los!
resultados! (figura! 13,! B)!muestran!que! la! asunción!del! trabajo! de! cDTA!no! es! del! todo!
cierta,!ya!que!se!aprecia!una! ligera!bajada!de! la!TI!con! la! longitud!del! transcrito! (6.74%!
por!Kb).!!
Descontando! este! dato,! la! tasa! de! DO! queda! en! un! 13.26%.! Con! una! caída! de! esa!













longitud!de! los!genes! (adaptado!de!Sun!et2al.,!2012)! (B)!Dependencia!de! la!tasa!de! inicios!
(TI)!con!la!longitud!de!los!genes,!con!datos!de!BioGRO.!Las!líneas!grises!punteadas!delimitan!




Siendo! λ! el! factor! estocástico! (0.18),! l! la! longitud! de! cada! transcrito,! y! TR! aparente! el!
promedio! de! señal! de! GRO/BioGRO! para! cada! transcrito.!Aplicando! la! corrección! a! los!
conjuntos! de! datos! de! run]on! (tanto! a! los! datos! de! GRO! radiactivo! (Pelechano! et2 al.,!
2010)!como!a!los!datos!de!BioGRO),!y!representándolos!en!función!de!la!longitud!del!gen!
se! observa! que! existe! una! mayor! caída! de! TR! real! con! la! longitud! del! gen! (mayor!












Una! vez! corregidos! los!datos,! quisimos! comprobar! la! validez!de! la! corrección! viendo! la!
relación!GRO/DTA!y!BioGRO/DTA!en!función!de!la!longitud!del!gen.!Las!gráficas!de!ambas!
comparaciones! muestran! un! cambio! hacia! la! horizontal! (no! diferencia)! de! la! línea! de!
tendencia! tras! la! corrección! (figura! 15).! Este! cambio! refleja! dos! cosas:! 1)! la! línea! de!
































primera! consiste! en! tomar! el! promedio! de! las! intensidades! de! todas! las! regiones! de!
interés! y! representarlas! en! un!mismo! gráfico.! Esta! estrategia,! denominada! análisis2 del2
metagen,!ha!sido!empleada!previamente!para!la!representación!de!datos!de!transcripción!
naciente! alrededor! del! TSS! y/o! del! TTS! (Core! et2 al.,! 2008,! Nechaev! et2 al.,! 2010,!
Churchman!y!Weissman,!2011,!Hah!et2al.,!2011,!McKinlay!et2al.,!2011,!Kwak!et2al.,!2013).!
La! segunda! estrategia! es! similar! a! la! anterior,! aunque! difiere! en! el! hecho! de! que! la!
representación!que!se!realiza!no!es!la!de!un!único!perfil!promedio!de!señal,!sino!que!se!
presentan! los! perfiles! independientes! de! cada! gen,! a! modo! de!mapas2 de2 calor.! Hasta!
donde! llega! nuestro! conocimiento,! este! tipo! de! representación! únicamente! ha! sido!
utilizado!previamente!en!un!estudio!de!transcripción!naciente!en!nematodos!(Kruesi!et2al.,!



















tipo!de! representación!especial!del!metagen,!en! la!que!obtenemos!un!perfil!de! toda! la!
región!transcrita,!la!llamamos!Gen2Modelo.!En!el!perfil!se!aprecia!un!mínimo!de!señal!!de!
RNAPs!activas!que!coincide!con!los!sitios!de! inicio!y!final!de!transcripción,!y!un!máximo!
que! se! mantiene! relativamente! estable! a! lo! largo! del! cuerpo! del! gen,! con! una! ligera!
acumulación!hacia!el!extremo!3’!(Figura!16,!A).!Estos!resultados!contrastan!con!lo!que!se!
ha! descrito! previamente! en! levadura! con! una! técnica! similar! (McKinlay! et2 al.,! 2011),!
donde! se! reportó! una! acumulación! de! señal! de! RNAPs! activas! paradas! próximas! al!
promotor.! La! señal! de! la! transcripción! naciente! antisentido! indica! que! en! la! zona!
transcrita!existe!menos!transcripción!de!este!tipo!que!en!sus!flancos.!El!análisis!del!Gen2
Modelo! nos! sirvió! para! validar! a! nivel! genómico! las! características! particulares! de! la!
transcripción!naciente!descritas!para!genes!individuales!en!el!capítulo!1.!!
Tal!y!como!se!muestra!en!el!anterior!capítulo!de!la!tesis!(figura!11),!el!BioGRO!es!capaz!de!
capturar! RNAPs! activas! sobre! las! regiones! intrónicas! de! los! genes.! Es! ampliamente!
conocido!que!estas!regiones!son!rápidamente!procesadas!y!eliminadas!de!los!mRNAs,!en!
la! mayoría! de! casos! de! manera! co]transcripcional! (para! una! revisión,! ver! Carrillo!
Oesterreich! et2 al.,! 2011),! con! lo! que! este! hecho! evidencia! que! lo! que! BioGRO! está!
caracterizando! es! inequívocamente! transcripción! naciente.! Para! demostrarlo! a! nivel!
global,! llevamos! a! cabo! el! análisis! del!Gen2Modelo! para! el! subgrupo! de! los! genes! con!












RNAPs! elongantes.! (B)! Para! los! genes! con! intrones,! comparación! entre! la! presencia! de!
transcritos!nacientes!y!maduros!en!la!región!del!primer!intrón!y!sus!zonas!flanqueantes.!(C)!
Acumulación!de!RNAPs!activas!en! la! región!3’!de! los!genes!con! intrones.!mRNA:!perfil!de!











maduros,! pero! no! existe! descenso! apreciable! en! las! señales! de! BioGRO! o! de! ChIP! de!




transcripcional.! Esta!afirmación!está!basada!en!el!hallazgo!por!parte!de! los! autores!del!
fenómeno!de!Terminal2Exon2Pausing,2por!el!cual!la!RNAPII!se!pausa!alrededor!de!250!nt!
aguas! abajo! del! sitio! de! corte! y! empalme! durante! el! tiempo! suficiente! para! que! la!
maquinaria!de!procesado!del!intrón!termine!su!actividad.!Tras!ello,!la!RNAPII!es!capaz!de!
reiniciar! la! transcripción! de! la! parte! 3’! restante! del! gen.! A! la! luz! de! estos! datos,! nos!
planteamos! testar! si! nuestros! datos! eran! capaces! de! reflejar! la! acumulación! de! RNAPs!
hacia! 3’! de! los! genes! con! intrones,! para! lo! cual! realizamos! el! análisis! del!Gen2Modelo!
únicamente! con! estos! genes.! Los! resultados! (figura! 16,! C),! aunque! ruidosos! por! el!







Con! el! objetivo! de! investigar! con! más! detalle! las! dinámicas! de! actividad! de! RNAPs!
elongantes! en! las! regiones! alrededor! del! promotor! y! del! terminador! de! los! genes,!
llevamos!a!cabo!análisis!del!metagen!distinto!al!descrito!en!el!apartado!anterior.!En!este!
caso,! se! toman! las! señales! de! los! transcritos! de! interés! desde! el! TSS! o! el! TTS! y! se!




puntos.!A!diferencia!del!Gen2Modelo,2este! tipo!de! representación!muestra! los!datos!de!
señal!de!los!transcritos!a!sus!distancias!reales.!!
Del! mismo! modo! que! en! el! apartado! anterior,! los! perfiles! de! BioGRO! generados! se!







máximo!de! señal! que! se!mantiene!estable! a! lo! largo!de! toda! la! región!analizada.! En! la!
zona!de!la!terminación!también!se!observa!que!la!densidad!de!RNAPs!activas!alcanza!un!









de! las! mismas! regiones! (Lee! et2 al.,! 2007;! ! Jiang! y! Pugh,! 2009).! Se! ha! descrito! que! el!











del!perfil!promedio!de!posicionamiento!de!nucleosomas!para! todos! los!genes! (tomado!de!
Weiner! et2 al.,! 2010).! Las! líneas! punteadas! verticales! marcan! máximos! de! densidad,!
correspondientes! con! las! posiciones! de! los! nucleosomas! +1,! +2! y! +3,! desde! el! TSS.!




obtenido! por! BioGRO.! Para! comprobarlo! se! tomaron! perfiles! publicados! sobre!
posicionamiento! a! nivel! genómico! de! nucleosomas,! obtenidos!mediante! secuenciación!
masiva! de! DNA! (Weiner! et2 al.,! 2010)! y! se! superpusieron! a! los! de! BioGRO! a! modo! de!
comparación! (figura! 17,! C).! Al! trazar! líneas! punteadas! que! atraviesan! el! centro! de! los!
nucleosomas!+1!a!+3!se!observa!la!existencia!de!un!patrón!de!alternancia!de!máximos!y!
mínimos!de!los!dos!perfiles,!que!sugiere!que!las!RNAPs!activas!no!siguen!una!dinámica!de!




antes! de! cada! nucleosoma.! Al! superponer! el! perfil! de! nucleosomas! sobre! el! perfil! de!
RNAPs!en!el!extremo!3’!de! los!genes!no! se!observa!un!perfil! antinucleosomal!evidente!
(figura! 17,! D),! pero! hay! que! tener! en! cuenta! que! los! nucleosomas! cerca! del! sitio! de!







RNAP! totales! sobre! los! transcritos! se! realizó! un! análisis! del!metagen!para! los! datos! de!
ChIP!de!RNAPII!con!anti]Rpb3!(cedidos!por!De!Miguel!y!Chávez)!y!se!comparó!con!el!de!
BioGRO! (figura! 18).! A! grandes! rasgos,! el! perfil! de! ChIP! obtenido! resultó! similar! al! que!
había!sido!publicado!anteriormente!(Mayer!et2al,!2010),!y!la!superposición!de!este!perfil!
al!de!BioGRO!y!al!de!nucleosomas!(figura! !18,!A)!nos!permitió!extraer!tres!conclusiones!
fundamentales:! 1)! el! perfil! de! densidad! de! RNAPII! sobre! los! genes! sigue! una! dinámica!
similar!a!la!de!RNAPs!activas:!un!mínimo!de!señal!~180!nt!antes!del!TSS,!coincidente!con!
la! zona! libre! de! nucleosomas! (NFR)! 5’,! que! sube! progresivamente! tras! el! TSS! hasta!





estrecha),! se! sitúa! justo! sobre!el! sitio!pA!con!un!máximo!centrado!~! ]20!nt.! Esta!doble!
acumulación!observada!puede!estar!reflejando!las!dinámicas!de!formación!del!extremo!3’!
y!terminación!a!las!que!se!ven!sometidas!las!RNAPs!activas!al!aproximarse!al!sitio!pA.!Es!
conocido! que! las! RNAPs! son! alcanzadas! al! aproximarse! al! sitio! pA! por! los! factores! co]






Figura! 18.! Comparación! de! perfiles! promedio! de! transcripción! naciente! con! datos! de!









(Ansari! y! Hampsey,! 2005,! Mischo! y! Proudfoot,! 2012).! Dicha! asociación! de! complejos!






Para! destacar! mejor! el! perfil! específico! de! RNAP! elongante! o! de! RNAP! parada,! se!
dibujaron! los! perfiles! de! la! relación! entre! los! datos! de! BioGRO! y! ChIP.! En! el! perfil! de!
riqueza! de! RNAPs! elongantes! (BioGRO/RNAPII,! figura! 18,! B)! se! aprecia! el! pico! de! las!
RNAPs! activas! situado! antes! del! nucleosoma! +1,! que! no! era! visible!más! que! como! un!
hombro!anterior!al!primer!pico!real!en!el!perfil!directo!(figura!18,!A).!En!el!TTS!se!aprecia!
claramente!el!pico!específico!de!RNAP!elongante!a!~!]20!pb!del!pA!y!se!ve!que!el!pico!más!
ancho! anterior! a! ]250! pb! corresponde! a! una! acumulación! general! de! RNAP,! no!
específicamente!las!elongantes.!!
El! perfil! de! enriquecimiento! de! RNAPs! paradas! (RNAPII/BioGRO)! muestra! picos! de!
acumulación!coincidentes!con!la!posición!de!los!nucleosomas!(señalados!con!flechas!en!la!
figura!18,!E),!así!como!mínimos!de!RNAP!parada!coincidiendo!con!los!NFRs!de!5’!y!3’.!Lo!
primero! refuerza! la! idea! de! que! las! RNAPs! hacen! backtrack! al! encontrase! con!
nucleosomas,! y! lo! segundo! sugiere! que! las! RNAPs! no! hacen! backtrack! durante! la!












2.2.2.! Análisis! del! perfil! promedio! de! RNAPs! activas! en! ciertos! subgrupos! de! genes!
representativos.!!!
Una!vez!observada!la!existencia!de!un!perfil!característico!de!RNAPs!activas!a!lo!largo!de!
los! genes,! quisimos! comprobar! si! todos! ellos! poseían! un! perfil! similar,! o! si! existían!



















hacer! búsquedas! supervisadas! de! grupos! de! genes! con! características! funcionales!
comunes.! Se! clasificaron! los! genes! según! su! nivel! de! expresión! en! tres! categorías! de!
aproximadamente!el!mismo!tamaño,!y!se!dibujaron!los!perfiles!promedio!separadamente!
de!cada!categoría:!BioGRO!alto!(n=2154),!medio!(n=2543),!o!bajo!(n=2575)!(figura!20,!A).!!
En! la! figura! se! observa! como! los! perfiles! con! fluctuaciones! periódicas! más! nítidos!













perfil! global,! tanto! en! el! TSS! como! en! el! pA.! No! así! los! genes! con! caja! TATA,! que!
presentan!un!mayor!nivel!de!densidad!de!RNAPs!(significativamente!mayor!al!del!resto!de!








(A)! Densidad! de! RNAPs! activas! según! el! nivel! de! TR! de! los! genes.! (B)! Perfil! promedio! de!








Tabla! 3.! Niveles! de! expresión! según! el! tipo! de! promotor.! Los! valores! son! en! escalas!





destacar! también! la! aparición! de! fluctuaciones! con! patrón! de! espaciado! regular! en! la!
región!caracterizada!como!acumulación!amplia!de!RNAPs!a!~!]250!pb!del!pA!en!el!perfil!






2010,!Rodriguez]Gil!et2al.,!2010),! indican!que! la!densidad!de!RNAPII!dentro!de! las!ORFs!
presenta! un! carácter!marcadamente! variable,! que! probablemente! sea! el! reflejo! de! las!









Tal! y! como! se! ha! mostrado! en! el! apartado! 2.2.2,! los! datos! de! BioGRO! desvelan! la!











parte,! en! la! muestra! de! mRNA,! en! la! que! la! intensidad! de! la! señal! global! es!
considerablemente!mayor,! se! aprecian! con! claridad! tanto! las! divisiones! entre! regiones!















los! dos! paneles! de! la! derecha! reflejan! la! acumulación! de! señal! de! RNA!naciente! frente! a!
maduro.!




al.,! 2013),! como!el! propio! proceso!de! terminación!de! la! transcripción,! que! incluye!una!
etapa!en!la!que!las!RNAPs!elongan!hasta!una!distancia!variable!tras!el!sitio!pA!a!la!espera!
de! ser!alcanzadas!por!el! complejo!de! terminación,!en!el!que!está! implicada! la!proteína!
Rat1!(Richard!y!Manley,!2009).!!
Al! inspeccionar!con!más!detalle!la!figura!de!la!relación!BioGRO/mRNA!alineado!por!el!
sitio!pA,!nos!dimos!cuenta!de!que! la!distancia!a! la!que! llega! la!acumulación!de!señal!
más!allá!del!sitio!pA!parece!comparativamente!mayor!para!los!genes!más!cortos.!Para!











A! la! luz!de!nuevas!caracterizaciones!de! las! isoformas!del! transcriptoma!de!S.2 cerevisiae!
(Pelechano!et2al.,!2013),!este!resultado!podría!estar!reflejando!el!hecho!de!que!las!RNAPs!
estuvieran! transcribiendo! más! de! un! gen! en! una! sola! ronda! de! transcripción.! Se! ha!
descrito!que!esta! transcripción!podría!ser!solapante!con!el!gen!que!se!encuentra!aguas!
abajo!de!manera!parcial! (terminando!100]200!pb!desde!el! inicio!del! gen!en! tándem)!o!
total! (produciendo!un!mensajero!bicistrónico).! Encontramos!que,!de! los!131!genes!que!
componen! el! grupo! de! interés,! 70! (53.43%)! poseían! un! gen! aguas! abajo! en! el! mismo!
sentido! de! transcripción.! Debido! a! que! este! ligero! enriquecimiento! resultó! ser!
















Figura! 22.! Análisis! de! la! presencia! diferencial! de! RNAPs! elongantes!más! allá! del! TTS! en!
relación!a!su!tamaño.!(A,!izquierda)!Relación!de!intensidades!de!señal!de!BioGRO!y!mRNA!
de! todos! los! genes! (n=4577),! ordenados! por! tamaño,! alrededor! del! TTS.! (A,! derecha)!
Análisis!del!metagen!3’!de! los!datos!de!BioGRO!para!esos!genes.!(B,! izquierda)!Subgrupos!
realizados! según! el! tamaño! del! gen:! genes! cortos! (0]1kb,! n=1214),! genes!medios! (1]2kb,!
n=2342),!y!genes!largos!(2]3kb,!n=1021).!(B,!derecha)!Perfil!promedio!centrado!en!TTS!para!
cada!subgrupo.!(C)!Los!genes!cortos!se!subdividieron!en!genes!muy!cortos!(0]0.5kb,!n=131)!














Una! vez! analizados! con! detalle! los! datos! de! BioGRO! de! una! cepa! salvaje! de! levadura,!
decidimos!aplicar!el!método!al!estudio!del!nascentoma!de!una!cepa!mutante!en!un!factor!
relacionado!directamente!con! la! transcripción:! la!cepa!rpb4Δ.2Esta!cepa!es!defectiva!en!
una!de!las!dos!subunidades!pequeñas!no!esenciales!de!la!RNAPII.!La!subunidad!Rpb4!se!
asocia! in2 vivo! con! la!otra! subunidad!pequeña,!Rpb7,! y! juntas! componen!un! submódulo!
funcional! al! que! se! le! han! atribuido! papeles! diversos! en! la! célula:! por! una! parte! como!
activador!de!la!transcripción!(Woychik!et2al.,!1989,!Rodriguez]Gil!et2al.,!2010),!y!por!otra!






genes! cuyos! valores!de! intensidad!de! señal! estuvieran!por! encima!del! umbral! de! ruido!
técnico! de! los!microchips.! El! número! de! genes! que! se! comparó! fue! por! tanto! de! 810!
(figura!23,!A).!Resultados!previos!de!nuestro!grupo!basados!en!la!aplicación!de!la!técnica!
de!GRO!al!mutante!rpb4Δ2muestran!que,!al!hacer!la!relación!entre!las!TRs!de!rpb4Δ/WT!y!
representarla! frente!a! la! longitud!de! los!genes,! !existe!un!defecto!de!elongación!mayor!
cuanto!más!largo!es!un!gen!(Daniel!Medina,!comunicación!personal).!Para!comprobar!si!el!
mismo!fenotipo!se!observaba!mediante!la!técnica!de!BioGRO,!llevamos!a!cabo!la!misma!








Figura! 23.! Aplicación! del! método! BioGRO! al! estudio! de! la! transcripción! naciente! en! el!
mutante! rpb4Δ .! (A)! Correlación! entre! las! TRs! de! la! cepa! silvestre! y! la! cepa!mutante.! (B)!
Relación!de!los!valores!de!nTR!con!respecto!al!WT,!en!relación!a!la!longitud!de!los!genes.!(C)!
Comparación!de! los!perfiles!de!RNAPs!activas!alrededor!de! los!sitios!de! inicio!y! final!de! la!
transcripción.!!
!
El! análisis! del!metagen!del! extremo!5’! también!muestra! un!perfil! de! rpb4Δ2que!difiere!
sensiblemente!del!de!la!cepa!salvaje,!observándose!una!menor!subida!de!señal!tras!el!TSS!
y!un!perfil!de!caída!progresivo!a!partir!de!~180!nt!(figura!23,!C).!Esta!caída!de!densidad!
puede!deberse!a!dos!posibles! causas:!1)!que! las!RNAPs!empiecen!a! transcribir!pero!no!











Evidencias! recientes! demuestran! la! participación! de! los! factores! citoplasmáticos! de!
degradación! de! los! mRNAs! en! la! transcripción.! Esta! participación! puede! ser! indirecta,!
mediante! el! control! de! la! degradación! de! transcritos! antisentido! que! modulan! la!
expresión! de! ciertos! grupos! de! genes! (van! Dijk! et2 al.,! 2011);! o! bien! directa,!mediante!
procesos!que!implican!la!entrada!de!los!factores!de!degradación!al!núcleo,!su!unión!a!la!
cromatina! alrededor! del! TSS! y! la! estimulación! de! las! fases! de! inicio! y! elongación! de! la!
transcripción!(Haimovich!et2al.,!2013).!!
Para! investigar! más! a! fondo! los! posibles! papeles! de! factores! de! degradación! sobre! la!
densidad! de! RNAP! en! los! genes,! decidimos! caracterizar! mediante! BioGRO! el! mutante!
xrn1Δ,2deficiente!en!el!principal!factor!de!degradación!de!los!RNAs!celulares!(Garneau!et2
al.,! 2007;!Parker,! 2012;!Pérez]Ortín!et2al.,! 2013).! El!perfil! global!de!densidad!de!RNAPs!
que!se!obtuvo!por!BioGRO!con!esta!cepa!fue!muy!débil!y!ruidoso,!con!lo!que!se!pueden!
extraer! pocas! conclusiones! claras! al! respecto.! A! pesar! de! ello,! y! como! resultado!
preliminar! a! falta! de! aumentar! la! sensibilidad! del! protocolo! para! caracterizar! en!
profundidad! cepas! como! xrn1Δ,2 tan! afectadas! en! transcripción,! podemos!decir! que! los!
perfiles!muestran!una!bajada!del!nivel!de!RNAPII!respecto!del!WT!sobre!el!conjunto!de!los!
genes,! tanto! en! el! extremos! 5’! como! 3’! (figura! 24,! A).! Además,! el! perfil! promedio! de!
densidad!sobre!las!regiones!antisentido!de!cada!gen!aparece!aumentado!respecto!al!WT!
(figura! 24,! B),! específicamente! en! la! regiones! de! la! ORF,! lo! cual! apunta! a! que! la!








Figura!24.! Efecto!de! la! ausencia!de!Xrn1p!en! la!densidad!de!RNAPs!elongantes! a! escala!




En! conjunto,! estos! resultados! indican! que! la! ausencia! de! Xrn1! compromete! la!
transcripción!afectando!la!ocupación!de!RNAPII!sobre!los!genes,!a!escala!genómica.!Este!
efecto!es!uniforme!a!lo!largo!de!la!región!transcrita,!y!parece!conllevar!un!aumento!en!los!

































sido! previamente! demostrada! tanto! in2 vitro! (Fish! y! Kane,! 2002,! Hodges! et2 al.,! 2009),!
como!in2vivo!(Churchman!y!Weismann,!2011).!La!demostración!in2vivo2de!la!relación!entre!
actividad!de!RNAPs/presencia! de! nucleosomas! se! basa! en! la! aplicación!de! una! técnica,!
NET]seq,! similar! al! BioGRO.! La! técnica! de! NET]seq! se! fundamenta! en! el! aislamiento,!
secuenciación! y! mapeo! sobre! el! genoma! de! levadura! de! los! transcritos! nacientes!
procedentes! de! la! IP! del! complejo! ternario! DNA]RNAP]RNA! naciente.! Tal! aproximación!
refleja! por! lo! tanto! la! presencia! del! complejo! de! elongación! de! la! transcripción,!
independientemente!de!su!actividad!elongante.!Mediante!el!uso!de!la!técnica!de!BioGRO,!
que! mide! exclusivamente! las! RNAPs! activas,! se! puede! tener! una! visión! alternativa! y!
complementaria!del!impacto!que!tienen!los!nucleosomas!en!la!transcripción.!Para!ello,!y!
como! objetivo! de! este! capítulo! de! la! tesis,! se! llevó! a! cabo! un! estudio! detallado! de! la!
relación! entre! nucleosomas! y! RNAPs! activas,! que! comprende! tanto! el! reanálisis!
bioinformático!de!datos!publicados!de!posicionamiento!de!nucleosomas,!como!el!empleo!










al.,! 2007)! se! descargaron! de! la! página! web! del! laboratorio! del! Profesor! Tsukiyama!
(http://research.fhcrc.org/tsukiyama/en/microarray_data.html),! y! se! reanalizaron! con!
nuestros! algoritmos.! Una! vez! procesados,! los! datos! se! utilizaron! para! generar! una!
representación! del! tipo! mapa! de! calor,! de! igual! manera! a! como! se! describe!
anteriormente!aplicada!a!los!datos!de!BioGRO!(capítulo!2,!figura!19).!En!este!caso!lo!que!
se! representó! fue! la!densidad!de!nucleosomas!en!una! región! fija!de!1000!pb!alrededor!




Figura! 25.! Reanálisis! de! datos! de! posicionamiento! global! de! nucleosomas.! (A)!mapa!de!
calor! de! posicionamiento! de! nucleosomas! para! cada! gen.! (B)! mapa! de! calor! del!
agrupamiento! por! similitud! de! perfil! mediante! k]medias.! (C)! perfiles! promedio! de!











establecidos! se! extrajo! la! lista! de! genes! que! lo! componía! y! con! ella! se! generó! una!
representación! tipo!metagen! para! ver! el! perfil! de! densidad! de! nucleosomas! promedio!
(figura! 25,! C).! Los! resultados! muestran! que! existen! diferentes! grupos! de! genes! con!
patrones! claramente! diferenciados! de! nucleosomas! en! sus! regiones! 5’:! algunos!
caracterizados!por!tener!el!nucleosoma!+1!muy!bien!posicionado!respecto!al!resto,!otros!
poseen!el!nucleosoma!]1!más!posicionado!que!el!resto,!y!otros!carecen!de!un!nucleosoma!





• Grupo! 5:! patrón! nucleosomal! débil,! correspondiente! al! grupo! mayoritario! de!
genes.! Contiene! un! subgrupo! de! genes! cuyo!NFR! parece! estar! ocupado! por! un!
nucleosoma.!
!
Para! ver! si! existía! alguna! relación! entre! los! diferentes! patrones! de! posicionamiento! de!
nucleosomas!encontrados!y!los!de!RNAPs!activas!se!dibujó!el!perfil!promedio!de!BioGRO!
para! cada! uno! de! los! grupos,! y! los! perfiles! se! superpusieron! en! un!mismo! gráfico.! Los!
resultados!muestran! como!un!determinado!patrón!de!posicionamiento!nucleosomal! va!
acompañado! de! un! perfil! de! RNAPs! activas! determinado,! siendo! los! más! claros! los!
obtenidos! al! comparar! los! perfiles! de! BioGRO! de! los! grupos! de! genes! con! marcadas!
diferencias!de!posicionamiento!del!nucleosoma!+1!(figura!26).!Así,!los!genes!del!clúster!1!
se! caracterizaron!por!poseer!una!elevada! señal!de!BioGRO!general! asociada!a!un!perfil!








Figura! 26.! Relación! entre! la! estructura! de! la! cromatina! y! la! actividad! de! la! RNAPII.! Los!










normales,! es! capaz! de! determinar! la! densidad! de! RNAPs! a! lo! largo! de! regiones!
concretas!de!los!genes!(figura!26).!!
Para! tener! una! confirmación! directa! de! la! relación! entre! nucleosomas! y! RNAPs!




que! se! había! descrito! en! la! literatura! que! presentaba! un! patrón! alterado! de!
nucleosomas.!La!proteína!Isw2p!forma!parte!del!complejo!ISWI!de!remodeladores!de!la!





Como! resultado! general! cabe! destacar! la! aparición! de! un! defecto! de! elongación!
progresivo,! que! a! diferencia! de! lo! que! ocurre! con! otros!mutantes! caracterizados! en!
esta!tesis!(rpb4Δ2 !y!dst1Δ),!aparece!como!una!disminución!progresiva!de! la!TR!con!la!




resultados! entran! dentro! de! lo! esperable,! ya! que! el! factor! Isw2! se! une!





La! primera! lista! está! compuesta! por! genes! cuyo! patrón! de! posicionamiento! de!
nucleosomas! se!ve!alterado!en!el!mutante! isw2Δ2 respecto!al!WT! (Whitehouse!et2al.,!
2007).! La! segunda! lista! está! compuesta! por! genes! en! los! que! se! ha! detectado! la!
presencia! in2 vivo! del! remodelador! mediante! la! técnica! de! ChIP! (Yen! et2 al.,! 2012).!













El! perfil! de! BioGRO! resultante! para! cada! lista! de! genes! ofreció! resultados!
aparentemente!contradictorios:!mientras!que!para!los!genes!dependientes!de!Isw2!no!
se!observaron!cambios!en!el!posicionamiento!de!las!RNAPs!activas!(figura!28,!A),!en!los!
genes! cuyos! nucleosomas! tienen!unido! Isw2! se! ve! un! desplazamiento! hacia! 3’! de! la!
magnitud! esperada! con! respecto! al! WT! (figura! 28,! B).! Esta! discrepancia! en! los!
resultados,!a2priori!sorprendente,!se!debe!al!escaso!solapamiento!entre!las!dos!listas,!
de!únicamente!el!5%!(poco!significativo!estadísticamente,!con!p]valor!<0.12)!(figura!28,!














Whitehouse! y! col.! con! nuestros! propios! métodos! bioinformáticos! con! el! fin! de!
encontrar! nuevos! grupos! de! genes! en! los! que! apareciera! también! un! cambio! en! el!
perfil! de! BioGRO.! Para! ello! tomamos! los! datos! crudos,! alojados! en! el! repositorio! de!
datos! experimentales! de! microarrays! GEO,!






Figura! 29.! Estudio! comparativo! del! posicionamiento! de! nucleosomas! alrededor! del! TSS!
entre! la! cepa! WT! y! el! mutante! isw2Δ .+ (A)! Posicionamiento! de! nucleosomas! a! escala!
genómica! alineados! por! el! TSS! y! perfil! resultante! de! la! relación! entre! los! datos! del!
mutante/WT!(trazo!azul,!representando!el!global!del!genoma).!(B)!mapa!de!calor!resultante!
del! agrupamiento! de! genes! por! el! desplazamiento! de! nucleosomas! entre! una! cepa!WT! y!
mutante.!Código!de!color!en!unidades!arbitrarias!de!intensidad!(log2).!!
!
Para! llevar! a! cabo! el! análisis! del!metagen! 5’! (figura! 29,! A)! se! alinearon! los! datos! de!
densidad! de! señal! respecto! al! TSS! de! todos! los! genes! y! se! generaron! tres! perfiles!
dentro!del!gráfico:!uno!para!los!nucleosomas!de!la!cepa!WT!(trazo!de!puntos!negros),!
otro!para! los!de! la!cepa!mutante! (puntos!rojos),!y!otro!para! la! relación!entre! los!dos!
anteriores! (puntos! azules).!De!esta!manera,! la! amplitud!de! la!onda!azul!nos! ayuda!a!
valorar! visualmente! el! grado! de! desplazamiento! que! presentan! las! posiciones!
promedio! de! los! nucleosomas! en! cada! cepa.! Una! línea! plana! indicaría! que! no! hay!
variación,!y!la!altura!de!la!ondulación!es!proporcional!a!la!discrepancia!entre!mutante!y!
WT.! Tal! y! como! se! ve! en! el! gráfico,! los! perfiles! globales! de! posicionaminento! de!
nucleosomas! generan! una! onda! azul! que! no! es! completamente! plana,! lo! cual! indica!




respecto! a! la! cepa! WT.! Para! encontrar! el! grupo! o! grupos! de! genes! en! los! que! es!
máximo!este!desplazamiento,! llevamos!a!cabo!un!análisis!de!agrupamiento!mediante!
k]medias! con! los! datos! de! la! relación! isw2Δ/WT.! El! análisis! dividió! los! genes! en! seis!
grupos!distintos!según!su!grado!de!desplazamiento!(figura!29,!B).!A!partir!del!análisis!
de! k]medias! se! extrajeron! las! listas! de! genes! de! cada! grupo! y! se! generaron! los!
correspondientes! perfiles! de! BioGRO.! De! los! seis,! los! grupos! 1! y! 2! fueron! los! que!
presentaron!un!desplazamiento!más!acusado.!De!ellos,!el!grupo!1!se!descartó!ya!que!el!








el! grupo! de! genes! del! grupo! 2! obtenido! por! k]medias! (en! figura! 26,! B).! La! figura! de! la!
derecha!es!el!correspondiente!perfil!de!BioGRO.!
Por!tanto,!analizamos!el!posible!desplazamiento!del!perfil!de!BioGRO!sólo!en!el!grupo!2!
(177! genes).! Como! se! observa! en! la! figura! 30! (derecha)! el! perfil! de! BioGRO,!











Figura! 31.! Solapamiento! entre! distintos! conjuntos! de! datos! analizados.! El! diagrama! de!
Venn! muestra! los! genes! comunes! entre! nuestro! análisis! (círculo! rojo),! genes! con! Isw2p!


















grupos! de! genes,! lo! cual! contribuye! tanto! a! modular! el! grado! de! ruido! de! diferentes!
procesos!celulares,!como!a!incrementar!la!variabilidad!entre!las!células!de!una!población!
(Voliotis!et2al.,!2008).!
Un! suceso! de! pausa! comienza! cuando! una! RNAPs! transcribe! una! región! en! la! que! la!
estabilidad!del!híbrido!DNA]RNA!es!baja,!lo!que!disminuye!su!velocidad!de!translocación,!
pudiendo! llegar! a! detenerse! e! incluso! moverse! de! manera! retrógrada,! en! un! proceso!




(2009)).! Ha! sido! descrito! que! las! pausas! de! la!maquinaria! transcripcional! no! deben! ser!





las! propias! RNAPs! salen! de! parada! incluyen! la! realineación! espontánea! del! transcrito!
naciente!en!el! sitio!activo!gracias!al!movimiento!anterógrado!espontáneo!de! las!RNAPs!
sobre!el!DNA!molde!(Hodges!et2al.,!2009),!y/o!su!capacidad! intrínseca!para!producir!un!





normalmente! es! estimulada! por! el! factor! de! elongación! TFIIS/Dst1! (Cheung! y! Cramer,!
2011).! La! colisión! con! otra! RNAP!más! retrasada! en! transcripción! activa! también! se! ha!
postulado!como!mecanismo!de!reactivación!(Saeki!y!Svejstrup,!2009;!Jin!et2al.,!2010).!El!
otro! factor! externo!que! interviene! es! el! complejo! Ccr4]Not,! el! cual! es! el! encargado!de!







El!mecanismo!en!el!que!nos! centramos!en!esta! tesis!doctoral! fue!en!el!de! reactivación!





































mutante! rpb4Δ2 (capítulo! 2,! figura! 23,! C),2 esta! caída! en! la! región! 5’! de! los! genes! RP!






La! flecha! del! interior! del! gráfico! señala! el! fenotipo! de! defectos! en! elongación! en! la! zona!
inicial! de! los! genes!RP!que!exhibe! el!mutante.! (B)! Comparación!de! los! perfiles! de! las! dos!
cepas!en!genes!clasificados!según!su!tipo!de!promotor!(con!o!sin!caja!TATA!canónica).!!
!
Asimismo,! también! ha! sido! descrito! (Gomez]Herreros! et2 al.,! 2012)! que! el! factor!
TFIIS/Dst1! es! importante! para! la! correcta! transcripción! de! la! cromatina! en! los! genes!
cuyo!promotor!posee!una!caja!TATA.!Al!dibujar!el!perfil!de!los!genes!TATA!y!no]TATA!






En! conjunto,! los! resultados! nos! permiten! confirmar! que! la! ausencia! del! factor! de!
reactivación! de! la! transcripción! TFIIS/Dst1! es! importante! para! la! elongación! de! las!



























un! efecto! inhibitorio! sobre! ellas! de! manera! diferencial.! Así,! la! RNAPI! es!








Al! representar! la! intensidad! de! señal! promedio! para! cada! gen! de! cada! experimento!
(figura! 34,! A)! se! confirma! que! los! genes! presumiblemente! transcritos! por! la! RNAPII!







de! señal! naciente! antisentido! capturada! por! BioGRO,! una! proporción! de! ésta! se!
encuentra!por!encima!del!nivel!de!detección!del!método,! ya!que! la!desviación!de! la!






ruido! técnico! del! sistema.! Esto! indica! que! los! genes! tRNAs! tienen! la! transcripción!





de! RNAPII! con!αJamanitina.! (A)! gráfico! de! comparación! entre! las! señales! de! BioGRO!en!







En!relación!a! la!TR!de! los!otros!genes!transcritos!por! la!RNAPIII!aparte!de! los! tRNAs,!
todos!se!muestran!insensibles!a!la!α]amanitina,!con!la!notable!excepción!del!gen!snR6,!
cuyo!producto!es!un!RNA!estructural!del!espliceosoma!(flecha!en!figura!34,!A).!!
En! el! análisis! del! metagen! 5’! de! los! genes! de! RNAPII! tras! el! tratamiento! con! la!




sensiblemente! comparado! al! no! tratado! (figura! 35,! A).! El! hecho! de! que! la! señal!
disminuya! pero! no! desaparezca! completamente,! apreciable! en! nuestros! resultados!
tanto! a! nivel! de! genes! individuales! (figura! 34),! como! a! nivel! de! perfil! de! metagen!
(figura!35,!A),!concuerda!con!el!conocimiento!previo!que!se! tiene!acerca!de!cómo! la!
toxina! reduce! la! tasa!de! translocación!de! la!RNAPII,! pero!no!es! capaz!de!bloquearla!
completamente! (Rudd! y! Luse,! 1996,! Antúnez! y! Pérez]Ortín,! no! publicado).! El! perfil!
promedio!de! las! regiones!de! los! tRNAs!aparece!en! forma!de!un! fuerte!pico!de!señal!
localizado! entre! nucleosomas! posicionados! (figura! 35,! B).! La! señal! promedio! es! ~50!
veces! mayor! que! la! señal! promedio! de! los! genes! de! la! RNAPII.! Asimismo,! llama! la!










ensayo!de! transcriptómica! convencional! (extracción,! amplificación!y!marcaje!de!RNA!
total),! se! observa! un! perfil! de! transcripción!muy! débil! y! ruidoso! (figura! 36,! A).! Esto!




estructuras! secundarias! y! sus! extensas! modificaciones! post]tanscripcionales,! son!
pobres!sustratos!para!la!transcriptasa!inversa!(Dittmar!et2al.,!2006).!La!dificultad,!por!lo!






Una! de! las! características! de! los! tRNAs! es! la! presencia! de! regiones! intrónicas! en! la!
secuencia!de!60!de!los!274!genes!de!S.2cerevisiae.!Los!intrones!de!los!tRNAs!son!cortos!
(25!nt!en!promedio),!y!se!localizan!a!una!distancia!promedio!de!37!nt!del!inicio!del!gen.!
Al! analizar! los! tRNAs! con! intrones! por! separado,! se! ve! que! la! densidad! de! RNAPs!
elongantes!presenta!un!perfil!distinto!al!del!conjunto!de!los!genes!(figura!36,!A!y!B),!de!
manera!que!aparece!un!segundo!pico!de!señal,!más!hacia!3’!que!el!común!a!todos!los!







las! regiones!más! ricas! en!A+T!afectan!negativamente! la! estabilidad,! y! por! tanto! a! la!
velocidad,!del!complejo!de!elongación.!!
Por!tanto,!decidimos! investigar! la!existencia!de!un!efecto!de!secuencia!de!esa!región!
que! pudiera! estar! afectando! a! la! velocidad! de! la! RNAPIII.! Para! ello! calculamos! el!
porcentaje!de!G+C!promedio!en!tres!regiones!de!cada!gen:!primer!exón!(+10!a!+30!nt!
desde!el! inicio),! intrón! (+40!a! +60!nt!desde!el! inicio),! y! segundo!exón! (+69!a! +90!nt!
desde!el!inicio).!El!gráfico!de!barras!(figura!36,!C)!muestra!como!la!región!del!intrón!es!













en! la! parte! superior! de! ambos! gráficos! hacen! referencia! a! la! estructura! del! pre]tRNA:!











en! gran! medida! por! la! disponibilidad! de! la! maquinaria! de! traducción.! Uno! de! los!
componentes! más! importantes! de! dicha! maquinaria! son! los! tRNAs.! La! levadura! S.2
cerevisiae! contiene!274!genes!de! tRNAs!nucleares,! transcritos!por! la!RNAPIII,! con!un!
alto!grado!de!similitud!de!secuencia.!En!base!a!la!secuencia!del!triplete!anticodón,!los!
diferentes! tRNAs! han! sido! clasificados! en! especies! o! familias! de! genes! según! el!
aminoácido! (aa)! que! portan! (isogenes).! Así,! los! 20! aas,! descodificados! por! los! 274!
tRNAs,!se!agrupan!en!42!familias,!en!las!que!cada!familia!contiene!entre!1!y!16!copias!
del!mismo!isogen.!Se!ha!descrito!que!no!todas!las!especies!de!tRNA!se!encuentran!en!
la!misma!proporción!en! la! célula,! siendo!algunas!más!abundantes,! y!otras!más! raras!
(Ikemura,! 1985).! Las! especies! más! abundantes! corresponden! a! los! aas! que! se!






de! la! traducción,! de! manera! que! en! organismos! de! crecimiento! rápido! como! la!
bacteria!E.2coli,!o!la!levadura!S.2cerevisiae,!el!uso!de!subconjuntos!de!codones!óptimos!
(también! denominados! como! preferidos,! o! favoritos,2 Sharp! y! Li,! 1987)! es! capaz! de!
conseguir! tasas! de! traducción!más! altas.! La! fuerza! evolutiva! responsable! de! esto! se!
conoce!como!selección!traduccional!(Percudani!et2al.,!1997,!dos!Reis!et2al.,!2004).!!
A!pesar!de!que!la!existencia!de!selección!traduccional!es!un!mecanismo!ampliamente!
aceptado,! la!manera! que! tiene! una! célula! de! conseguir! los! determinados! niveles! de!
cada! tRNA! no! se! conoce! tan! bien.! ! Estudios! previos! han! encontrado! que! existe! una!





Tuller! et2 al.,! 2010),! lo! cual! les! lleva! a! la! conclusión! de! que! la! transcripción! de! cada!
isogen!permanece!constante,!y!que!la!cantidad!de!tRNA!final!en!la!célula!se!consigue!
mediante! un! incremento! en! el! número! de! copias! genómicas.! A! pesar! de! ello,! hasta!
ahora!no!se!han!medido!las!tasas!de!transcripción!de!los!genes!de!tRNAs,!con!lo!que!
estas! afirmaciones! carecen! de! una! demostración! formal.! Como! se! ha! descrito!
anteriormente!en!esta!tesis,!la!técnica!de!BioGRO!sí!es!capaz!de!medir!directamente!la!
nTR!de!cada!uno!de!los!genes!de!tRNA!de!la!levadura,!con!lo!que!se!realizó!un!estudio!












Para! obtener! un! valor! único! de! TR! por! familia! de! tRNA,! se! promedió! el! valor! de! TR!
individual!de!los!isogenes!correspondientes.!La!comparación!de!esos!valores,!tanto!con!
el! número! de! copias! de! cada! familia,! como! con! la! abundancia! de! tRNAs! en! el!
citoplasma!(obtenida!mediante!hibridación!de!los!transcritos!en!microchips!específicos!










papel! que! ejercen! sobre! ella! tanto! los! factores! de! transcripción! como! los!
remodeladores! de! cromatina.! Así,! son! comparativamente! escasos! los! estudios! para!
caracterizar! las!proteínas! involucradas!en! la! transcripción!de!genes!de!RNAPIII.!Entre!





unos! pocos! tRNAs,! y! únicamente! en! condiciones! de! crecimiento! a! baja! temperatura!












En! la! matriz! de! gráficos! de! correlación! (figura! 38)! se! ve! que! la! peor! correlación!




compararlos! con! los! valores! correspondientes! de! los! genes! de! las! cepas! mutantes!







Figura!38.!Comparación!de! la!expresión!de! las! familias!de! tRNAs!en!distintas!cepas.!Los!





En! relación! al! mutante! dst1Δ,+ nuestros! hallazgos! demuestran! que! existe! un! efecto!
mayor! en! la! transcripción! de! la! RNAPIII! que! lo! que! se! había! visto! anteriormente,!
incluso!en!condiciones!de!crecimiento!en!laboratorio!óptimas!(YPD,!30ºC).!!




menores! en!el! doble!mutante!que!en! los!mutantes! simples.! Esto! lo! atribuyen!a!que!
probablemente! se! trata! de! remodeladores! de! cromatina! con! función! antagónica!
actuando!sobre!un!conjunto!de!genes!similar,! con! lo!que! los!efectos!de!su!ausencia,!
tanto! en! posicionamiento! nucleosomal,! como! presumiblemente! en! transcripción,! se!






arquitecturas! potencialmente! represivas! de! la! transcripción,! no! se! traducen! en! un!
menor!nivel!de!nTR!medida!por!BioGRO!(figura!39,!asterisco!rojo).!
En!conjunto,!nuestros!resultados!aportan!más!datos!a!favor!de!que,!tanto!el!factor!de!







Figura! 39.! Efecto! de! la! ausencia! de!Dst1! o! Isw2! en! la! nTR! de! los! genes! tRNA.!Cada! fila!
corresponde!al!promedio!de!nTR!de!una! familia!de!genes! tRNAs.!En!verde!se! resaltan! las!
familias! cuya! expresión! resulta! más! afectada! en! uno! de! los! dos!mutantes,! y! en! rojo! las!
familias!en!las!que!ambos!mutantes!muestran!cambios!en!la!expresión.!El!asterisco!rojo!es!
el!tRNAiMet!,!y! los!asteriscos!negros!son!los!genes!diferencialmente!expresados!también!en!

















los! transposones! de! la! familia! Ty1! son! de! los!mRNAs!más! abundantes! de! la! célula,!
llegando!a! representar!un!0.8%!del!RNA! total!de! la! levadura! (Curcio!et2al.,! 1990),! lo!
cual!se!explica!por!su!estabilidad,!excepcionalmente!alta!(Curcio!y!Garfinkel,!1992).!!
Se!ha!descrito!también!que!los!transposones!Ty!tienen!preferencia!por!insertarse!en!la!
vecindad! de! genes! de! la! RNAPIII,! sean! tRNAs! o! no! (Bolton! y! Boeke,! 2003,!Qi!et2 al.,!




transposones! en! la! expresión! de! los! tRNAs! adyacentes! (Kinsey! y! Sandmeyer,! 1991,!
Bolton! y! Boeke,! 2003).! A! pesar! de! ello,! y! dado! que! no! existe! un! estudio! a! nivel!
genómico!de!esta!relación,!decidimos!profundizar!en!ello!con!los!datos!de!BioGRO.!!
Para!comprobar!si! la!transcripción!naciente!de!los!tRNAs!con!inserciones!cercanas!de!




naciente! promedio! de! los! genes! dependiendo! de! la! orientación! del! par! tRNA]
transposón! Los! resultados! (figura! 40)! muestran! que! más! de! la! mitad! de! los! tRNAs!

















de! elementos! transponibles! en! sus! proximidades,! y! sus! diferentes! orientaciones.! Los!
valores!entre!paréntesis!son!el!nivel!de!nTR!promedio.!
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avance! científico! en! los! últimos! 10! años! está! siendo! la! genómica,! tanto! estructural!
(secuenciación!y! caracterización!del!DNA!de!muchas!especies),! como! funcional! (análisis!















interrogar! es! el! contenido! total! de! RNA! de! una! célula! (análisis! single:cell,! Tang! et2 al.,!
2009)! o! un! conjunto! de! células,! el! estudio! del! transcriptoma! naciente! o! nascentoma!
requiere!del! aislamiento!y! caracterización!de! las!moléculas!de!RNA!naciente,! las! cuales!






molde! de! DNA! hasta! que! propagan! su! información! al! ser! traducidas! a! proteínas! en! el!
citoplasma,!es! importante!tener!en!cuenta!que! la!caracterización!del!contenido!de!RNA!
total! maduro! de! una! célula! no! es! informativa! de! las! dinámicas! de! funcionamiento! y!
regulación! de! las! etapas! iniciales! de! su! síntesis.! En! ello! radica! la! importancia! de! poder!
discriminar!entre!el!estudio!de!los!diferentes!transcriptomas!de!la!célula:!el!naciente,!y!el!
maduro.!Técnicas!como!el!GRO!han!sido!diseñadas!e!implementadas!en!organismos!como!
la! levadura! S.2 cerevisiae! teniendo! en! cuenta! esta! consideración! de! partida,! de!manera!
que! las! conclusiones! basadas! en! el! análisis! de! sus! resultados! no! estén! sometidas! a!
ambigüedades!derivadas!de!no!saber!si!se!está!caracterizando!una!fase!u!otra!del!ciclo!de!
maduración!de! los!mRNAs.!Por!otro! lado,! la!aparición!de!nuevas!tecnologías!de!análisis!
del! transcriptoma! de! muy! alta! resolución! y! sensibilidad! que! suelen! requerir! de! una!
amplificación!previa!(tiling2arrays!y!secuenciación!masiva),!ha!provocado!que!aumente!la!
probabilidad!de!contaminar!las!muestras!con!RNA!maduro,!introduciendo!así!ruido!en!los!





























señal!de!hibridación!promedio!por!cada!gen,!con! lo!que! !no!se!puede!saber! la!posición!
física!de!las!RNAPs!sobre!los!genes!y,!al!contener!sondas!únicamente!de!genes,!tampoco!
de! las! regiones! no! génicas.! La! tecnología! de!microarrays! de! embaldosado! de! la! casa!
comercial!Affymetrix,!que!apareció!posteriormente!a!los!macroarrays!de!nailon,!se!basa!




del! genoma! de! la! levadura! se! transcribe! en! condiciones! normales! de! crecimiento! en!
medio!rico!(David!et2al.,!2006),!es! importante!no!restringir! la!existencia!de!transcritos!a!
regiones! particulares! que! hayan! sido! previamente! anotadas! como! genes.! Los!
inconvenientes! de! partida! fundamentales! que! encontramos! al! afrontar! el! uso! de! esta!
nueva!técnica!fueron:!1)!que!el!método!está!basado!en!la!fluorescencia,!con!lo!que!no!es!
compatible! con! la! metodología! radiactiva! tradicional,! y! 2)! que! la! preparación! de! la!
muestra! incluye! etapas! con! un! elevado! potencial! de! incluir! contaminación! con! RNA!














distinguible! del! ruido! de! fondo! en! unos! pocos! genes! de! alta! transcripción!
(fundamentalmente! los! de! tRNAs! y! rRNAs).! Como! alternativa! se! probó! a! amplificar! la!
señal! original! siguiendo! los! pasos! del! protocolo! de! preparación! de! la! muestra! que!




embaldosado.! Visto! que! la! señal! obtenida! al! hibridar! directamente! una! alícuota! de! la!
muestra!de!GRO!era!muy!baja,!se!decidió!digerir!con!RNasa!A!antes!de!llevar!a!cabo!una!
reacción! de! run:on! radiactivo,! por! las! siguientes! razones:! 1)! para! poder! enriquecer! la!
muestra! inicial! en!RNAs! nacientes,! 2)! poder! estimar! la! extensión! de! la! elongación! y! su!
dependencia! con! la! concentración! de! nucleótidos! añadidos! con! los! que! ajustar! las!
condiciones! de! reacción,! y! 3)! ser! capaces! de! poder! aumentar! la! resolución! del!











caracterización! de! transcritos! nacientes! que! hacían! uso! de! ellos,! se! testaron! toda! una!
batería! de!marcajes! distintos,! no! radiactivos,! para! ver! cual! era! el! que! daba! un!mayor!
rendimiento! (sumarizados! en! figura! 4).! Estos! marcajes! tenían! la! ventaja! adicional! de!
permitir! purificar! selectivamente! los! RNAs! marcados,! disminuyendo! así!
considerablemente!el!riesgo!de!contaminación!con!RNA!maduro.!De!entre!ellos,!tanto!el!











de! run:on.! Dada! la! utilidad!mostrada! por! el! tratamiento! con! RNasa! para! degradar! los!
RNAs!maduros!antes!del!run:on,!para!esta!tesis!consideramos!que!al!digerir!con!RNasa,!
este!artefacto!quedaría!minimizado.!A!pesar!de!ello,! y!al! igual!que!en! los!dos!marcajes!
mencionados!anteriormente,! finalmente!se!descartó!el!uso!del!Tio]UTP!al!observar!que!






discusión),! con! lo! que! se! pierde! gran! parte! de! la! muestra! inicial.! Por! ello,! decidimos!
hibridar! los! RNAs! nacientes! biotinilados! directamente.! Los! resultados! muestran! como,!



















convencional,! eran! apreciables! y! se! localizaban! mayoritariamente! en! los! genes.! La!
inspección! visual! detallada! permitió! encontrar! diversos! ejemplos! demostrativos! de! la!
autenticidad!de!los!datos!de!RNA!naciente.!Por!ejemplo,!los!mostrados!en!la!figura!11,!en!
los!que!se!aprecia!señal!antes!y!después!de!las!regiones!transcritas!de!los!genes,!y!en!las!






amanitina! (figura! 34).! En! dicha! figura! se! observa! como! la! α]amanitina! hace! que! las!
señales! de! los! genes! de! RNAPII! (sentido! y! antisentido)! disminuyan! considerablemente,!









La! actualización! del! método,! que! hemos! denominado! BioGRO,! presenta! las! siguientes!
mejoras!frente!al!GRO!clásico:!!
1)!No! se! basa! en! marcajes! radiactivos.! Este! es! un! factor! importante! por! tres!




sustancias! radiactivas,! para! cuya! manipulación! se! necesita! habitualmente! tanto!
personal! con! la! debida! formación,! como! además! la! puesta! a! punto! y! el!




en! una!miniaturización! que! las! hace! incompatibles! con! la! captación! de! señales!
radiactivas.!!!
2)! No! sesgado! por! el! diseño! de! las! sondas.! La! información! se! extrae! de! la!
totalidad!del! genoma!gracias! a! la! tecnología!de!microchips!de!embaldosado.!De!
esta!manera!no!está!sujeta!a!limitaciones!de!diseño!de!las!sondas!como!lo!estaba!
el!GRO,!basado!en!sondas!únicamente!de!ORFs!(completas!o!parciales)!de!genes!





4)! Es! específico! de! hebra.! Al! no! basarse! en! la! hibridación! sobre! sondas!
bicatenarias,!ni!en!mecanismos!de!amplificación!que!supongan!ningún!paso!de!RT!
o! PCR,! se! retiene! la! especificidad! de! hebra,! muy! útil! para! posibles! estudios! de!
caracterización! de! nuevas! unidades! transcripcionales! no! anotadas! previamente,!












En!relación!a! las!otras! técnicas!de!medición!de!TR!naciente! (GRO]seq! y!derivados,!y! las!
basadas!en!fraccionamiento!cromatínico),!el!BioGRO!posee!una!ventaja! ! importante:!no!
requiere! de! ningún! paso! de! purificación! o! amplificación! del! RNA! naciente! que! pueda!




3.! Modelo! de! la! autopista:! ¿qué! podemos! aprender! de! los! datos! de!
BioGRO?!
!
El!proceso!de! transcripción!de! las!RNAPs!en!general!y!de! la!RNAPII!en!particular!puede!
modelizarse!como!el!de!la!circulación!de!coches!en!una!autopista,!o!mejor!de!trenes!a!lo!
largo!de!su!vía!de!sentido!único,!dadas!las!evidentes!similitudes!que!existen!entre!ambos!
(Dennis!et2al.,! 2009;! Tuller!et2al.,! 2010).!Aunque!obviamente!no!es! imprescindible!esta!
comparación!para!explicar!cómo!transcriben! las!RNAPs,!puede!ayudar!a! la!comprensión!
del!proceso.!Como!en!el!caso!de!los!coches!en!la!autopista,! la!densidad!de!RNAPs!en!el!





por!alcance! (Jin!et2al.,!2010).!Una!de! las!virtudes!de! la! técnica!BioGRO!es! su!capacidad!
para!describir! la!densidad!de!RNAP!elongantes!a! lo! largo!del!genoma! lo!cual,! junto!con!
otras! medidas! complementarias! de! RNAP! totales! (ChIP),! velocidad! promedio! de! RNAP!











El!paso!a! complejo!abierto!e! inicio!de! la!polimerización!a!partir!del! sitio!de! inicio!de! la!
transcripción! (TSS)! se! da! a! continuación.! Sin! embargo,! las! frecuentes! paradas! que! se!
producen!al!inicio!de!la!elongación!con!la!generación!de!transcritos!abortivos!cortos!hace!




terminación! (TT)! al! número! de!moléculas! de! RNAPII! que! llegan! de! forma!productiva! al!
sitio! de! poliadenilación! dando! lugar! a! un! transcrito! primario! completo.! Según! esta!
definición,!la!TT!equivale!a!la!tasa!de!transcripción!naciente!(nTR)!real.!!
Las!RNAPs! sufren!paradas!que!no! siempre!pueden! ser! solventadas! (los!mecanismos!de!




DO = TT −TIL !
!
Según!este!razonamiento,! la!TI!sería! igual!a! la!TT!si!no!existiera!DO!de! las!RNAPs!por!el!
camino,!en!cuyo!caso!la!DO!sería!0.!En!otras!circunstancias!DO!se!mide!en!tanto!por!uno!o!
tanto!por!cien!de!pérdida!de!RNAP!elongantes!por!unidad!de!longitud!(kb),!
En! los! estudios! de! transcripción! naciente,! las! TRs! se! suelen! calcular! haciendo! dos!
asunciones!o!simplificaciones!generales:!velocidad!constante!y!DO2constante!a!lo!largo!de!
los!genes.!A!pesar!de!ello,!es!muy!probable!que!el!DO!no!sea!constante!a!lo!largo!de!un!











considera!que! la!Vp!es!constante!para! todos! los!genes!y/o!entre! las!condiciones!que!se!
comparan,!la!medición!experimental!de!la!densidad!(D)!de!RNAPs!que!se!obtiene!a!partir!
del! BioGRO! es! una! buena! medida! de! la! nTR.! Este! tipo! de! consideración! ha! sido!





(tanto! de! GRO! clásico! como! de! BioGRO)! y! acercarlos! a! los! reales.! El! efecto! de! la!
corrección! se! hizo! visible! de! dos! maneras:! 1)! al! observar! como! la! nTR! se! hace!
progresivamente!menor!conforme!aumenta!la!longitud!de!los!genes!(figura!15),!y!2)!al!ver!
que!los!datos!de!BioGRO!se!asemejan!más!a!los!de!SR!(calculados!por!DTA,!figura!15).!El!
primer!punto! refleja!que!el! tratamiento!de! los!datos! corrige! la! sobre]estimación!de! las!














RNAPs!activas!es!esperable!más!allá!de! las!zonas!de! inicio!y! final!de! la!zona!codificante!
que! se! utilizan! normalmente! para! los! estudios! transcriptómicos,! en! esta! tesis! usamos!
anotaciones!de!inicio!y!final!de!transcripción!(sitios!TSS!y!TTS).!El!perfil!global!de!RNAPs!
activas! revela! la! existencia! de! una!meseta!más! o!menos! estable! de! señal! 3! veces! por!
encima!del!ruido,!con!una!ligera!acumulación!de!señal!hacia!el!extremo!3’.!Dicha!meseta!
está!flanqueada!a!ambos!lados!por!dos!mínimos!de!señal!coincidentes!con!las!regiones!5’!






El! perfil! de! los! genes! con! intrón! reveló! la! existencia! de! una! acumulación! de! señal! de!
RNAPs! activas! hacia! la! zona! 3’! de! los! genes,! compatible! con! las! recientemente!
descubiertas! dinámicas! de! splicing! co]transcripcional! en! levadura.! Nuestros! datos! se!
suman!a!las!evidencias!de!que!las!RNAPs!se!pausan!o!disminuyen!su!velocidad!al!principio!
del! segundo!exón!para!permitir!a! la!maquinaria!de!corte!y!empalme!procesar!el! intrón!







de! perfil,! tanto! en! el! TSS! como!en! el! TTS,! y! poniéndose! de!manifiesto! que! el! perfil! de!
RNAPs!activas!tiene!unas!características!peculiares!que!ya!se!intuían!en!el!análisis!del!Gen2
Modelo.! A! grandes! rasgos,! ambos! métodos! reflejan! que! los! puntos! de! menor! señal!
corresponden!a! las!regiones!justo!antes!y!después!del!TSS!y!TTS,!respectivamente,!pero!
es!en!el!perfil!del!metagen!donde!se!aprecia!como!la!región!5’!del!gen!no!posee!un!perfil!





antes! del! TTS! que! no! se! apreciaba! en! el! perfil! del! Gen2 Modelo,! y! que! podría! estar!
reflejando! las! regiones! donde! las! RNAPs!disminuyen! su! velocidad! a! consecuencia! de! la!
actuación!los!mecanismos!de!corte!y!poliadenilación.!!
El! patrón! oscilante! de! la! señal! de! BioGRO! en! la! zona! 5’,! con! un! espaciado! regular! de!
aproximadamente!165!nt,!nos!hizo!pensar!en!una!posible!vinculación!con! la!disposición!
de! los! nucleosomas! sobre! el! DNA.! Tal! razonamiento! vino! motivado! en! parte! por! la!
existencia!de!diversos!estudios!en!los!que!se!habla!de!las!dinámicas!de!transcripción!de!
las!RNAPs!a!través!de!la!cromatina,!en!las!que!el!principal!rasgo!característico!es!que!los!
nucleosomas! presentan! un! obstáculo! para! las! RNAPs! en! transcripción,! a! las! cuales!
inducen!a!pararse!y!a!hacer!backtracking!(Hodges!et2al.,!2009,!Jin!et2al.,!2010,!Chung!et2al.,!
2010,!Churchmann!y!Weissman,!2011).!Al!superponer!el!perfil!promedio!de!nucleosomas!
sobre! la! región! 5’! (figura! 17,! C)! se! observa! claramente! que! los! mínimos! de! señal! de!
BioGRO! en! esa! zona! coinciden! con! máximos! de! posicionamiento! de! nucleosomas,!
indicativo!de!que!las!RNAPs!tienen!mayor!densidad!(por!lo!tanto!que!avanzan!más!lento)!
en!las!zonas!entre!nucleosomas.!A!este!perfil!característico!lo!consideramos!por!tanto!un!
perfil!antinucleosomal.! Dicho! perfil! no! se! observó! tan! claramente! en! la! zona! 3’! de! los!
genes,! debido! probablemente! a! que! en! esta! zona! los! nucleosomas! están! menos!
posicionados!que!en!5’!(Lee!et2al.,!2007,!Jiang!y!Pugh,!2009,!Weiner!et2al.,!2010,!Brogaard!
et2al.,!2012).!
Una! de! las! técnicas! de! medida! de! la! transcripción! naciente! más! relevantes! y! más!
utilizadas!en! la! actualidad!en! los!estudios!de!genómica! funcional! es! la! técnica!de!ChIP,!
que!como!se!ha!comentado!mide!la!presencia!de!RNAPs!en!contacto!con!el!DNA!(Aparicio!
et2al.,!2004;!Waldminghaus!y!Skarstad,!2010).!A!diferencia!del!BioGRO,!en!el!que!la!señal!
proviene! únicamente! de! RNAPs! competentes! para! la! elongación,! la! naturaleza! de! la!
técnica!de!ChIP!hace!que!la!señal!(que!en!los!datos!de!Lola!de!Miguel!y!Sebastián!Chávez!
que!hemos!utilizado!en!este! trabajo!se!obtuvo!mediante! IP!de! la!subunidad!Rpb3!de! la!
RNAPII)! no! pueda! atribuirse! a! un! estado! transcripcional! determinado,! informando!












de! RNAPs! elongantes! sirvió! para! acentuar! las! características! del! perfil! de! BioGRO,!
viéndose!ahora!más!nítidamente!los!picos!de!acumulación!antes!de!cada!nucleosoma!en!
la!región!5’,!y!un!gran!pico!de!acumulación!justo!antes!del!sitio!de!pA.!El!ratio!inverso!nos!




un! mecanismo! generalmente! aceptado! en! metazoos,! pero! que! también! había! sido!
descrito!en!S.2cerevisiae!(McKinlay!et2al.,!2011).!!
Finalmente,! el! análisis! del! perfil! en! la! región! 3’! reveló! que! las! RNAPs! no! hacen!
backtracking!durante!la!poliadenilación!(coincide!con!un!mínimo!de!RNAPs!paradas),!pero!
sí! justo! después,! durante! la! terminación! (donde! vuelve! a! aparecer! un! pico! de! RNAPs!
paradas).!!
Una! vez! desvelado! el! patrón! promedio! de! transcripción! naciente! para! el! conjunto! de!
genes,! quisimos! ver! si! encontrábamos! genes! con! patrones! distintos! al! promedio,! y! si!
habían! grupos! con! perfiles! característicos! compartidos! en! 5’.! La! primera! aproximación!
llevada! a! cabo! (la! búsqueda! no! dirigida! de! subgrupos)! no! resultó! eficiente,!
probablemente! debido! a! la! baja! señal! general.! No! obstante,! sí! que! nos! sirvió! para!
confirmar! lo!visto! tanto!en!genes! individuales!como!en! los!perfiles!del!metagen:!que!al!
hacer! el! ratio! entre! las! señales! de! BioGRO! y! RNA! total! y! ordenar! los! genes! según! su!
tamaño,! existía! más! señal! de! BioGRO! que! de! RNA! total! en! las! zonas! antes! del! TSS! y!
después!del! TTS! (figura!21).! La! extensión!en!5’! parece!estar! reflejando! la! existencia!de!
transcritos! crípticos! en! el!mismo! sentido! de! la! transcripción! pero! aguas! arriba! del! TSS!








et2 al.,! 2004;! Ansari! y! Hampsey,! 2005;! Grosso! et2 al.,! 2012,! Al! Husini! et2 al.,! 2013),! que!
postula! que! los! determinados! grupos! de! genes! quedan! con! las! regiones! promotora! y!
terminadora!yuxtapuestas!a!modo!de!lazo!tras!una!primera!ronda!de!transcripción,!para!
permitir!la!iniciación!rápida!de!una!segunda!ronda!por!la!misma!RNAP!responsable!de!la!




RNAPs! activas! transcribiendo! la! porción! del! terminador! que! sirve! de! puente! entre! la!
terminación!y!el!reinicio.!!!
La!segunda!aproximación,!dirigida!a!extraer!los!perfiles!de!grupos!concretos!de!genes!con!





20,! A).! De! esta!manera,! los! genes! RP! (como! ejemplo! de! genes! co]regulados! y! de! alta!
transcripción)! se! revelaron! como! el! perfil! paradigmático! de! densidad! de! RNAPs! activas!
sobre! los! transcritos,! tanto! en! 5’! como! en! 3’.! En! él! se! recogen! las! características!
principales!anteriormente!descritas:!mínimos!de!señal!coincidiendo!con!los!NFRs,!patrón!
claramente! antinucleosomal,! y! doble! acumulación! antes! del! sitio! pA.! Por! su! parte,! la!
distinción!entre!genes!con!promotores!con!o!sin!caja!TATA!canónica!reveló!que!cada!uno!











grupo! de! genes! con! caja! TATA,! que! incluye!muchos! genes! de! respuesta! al! estrés! que!
tienen!bajo!nivel!de!transcripción!en!las!condiciones!estudiadas!(crecimiento!exponencial!





Una! vez! caracterizado! el! nascentoma! de! una! cepa! salvaje! y! con! el! fin! de! conocer! sus!
posibilidades,! decidimos! aplicar! la! técnica! a! cepas! deficientes! en! factores! relacionados!






otra! cepa! que! se! caracterizó! fue! la! cepa! xrn1Δ,2 deficiente! en! el! principal! factor! de!
degradación!de!los!RNAs!celulares!(Garneau!et2al.,!2007;!Parker,!2012;!Pérez]Ortín!et2al.,!
2013).!El!interés!por!esta!proteína!deriva,!sin!embargo,!en!que!también!se!le!ha!atribuido!
recientemente! un! papel! como! estimulador! de! la! transcripción.! Esto! hace! que! se! la!
considere!como!una!sintegradasa!(Haimovich!et2al.,!2013),!proteína!con!doble!función!en!
síntesis!y!degradación!de!mRNAs.!
La! representación! de! los! datos! de! BioGRO!del!mutante! rpb4Δ! frente! a! los! del!WT! nos!
permitió!detectar!una!caída!de!la!nTR!relativa!con!la!longitud!de!los!genes!(figura!23,!B).!
Estos! resultados! sugieren! la! existencia! de! defectos! en! elongación! por! parte! de! la! cepa!
carente! de! Rpb4,! y! confirman! hallazgos! previos! obtenidos! en! nuestro! laboratorio!
mediante! la! técnica! del! GRO! radiactivo! (Daniel! Medina,! comunicación! personal).! El!
análisis! del! metagen! en! los! extremos! 5’! y! 3’! mostró! un! perfil! diferente! al! de! la! cepa!




progresiva! que! se! observa! después! del! TSS! (figura! 23,! C).! Esta! pérdida! de! señal! podría!
interpretarse,!no!como!un!defecto!de!elongación,!sino!como!un!aumento!de!la!velocidad!
de! elongación! de! las! RNAPs! que! hace! que! sean! capturadas! en! esa! región! con! menos!
probabilidad!que!las!RNAPs!más! lentas!del!WT.!Sin!embargo,!y!a!la!luz!de!los!resultados!
del! análisis! mencionado! más! arriba,! este! patrón! cuadra! más! con! la! existencia! de! un!
defecto!de!elongación.!Tal!defecto!hace!que!las!RNAPs!tengan!dificultades!para!progresar!
y! en! parte! se! suelten! del! sustrato! (DO)! en! ausencia! del! factor! Rpb4.! Además,! estudios!





pobres,! indicativos! de! que! la! transcripción! en! estas! células! está! muy! afectada! por! la!
ausencia!del! factor.!Este!resultado!coincide!con! los!datos!obtenidos!con!GRO!radiactivo!
(Haimovich! et2 al.,! 2013).! Este! bajo! nivel! de! señal! obtenido! hace! que! la! capacidad! del!
método!BioGRO!se!vea!limitada,!pudiéndose!extraer!pocas!conclusiones!claras!al!respecto.!







24! B)! y! el! aumento! del! nivel! de! transcripción! naciente! de! los! transcritos! XUTs.! Estos!
resultados,!en!conjunto,!indican!que!la!ausencia!de!Xrn1!afecta!a!la!ocupación!de!RNAPII!
sobre! los! genes,! a! escala! genómica.! Este! efecto! parece! ser! doble:! por! una! parte!











discontinuidades! de! señal! apreciables! en! el! perfil! promedio! de! RNAPs! activas! sobre! la!
región!inicial!del!gen!parecen!estar!reflejando!la!manera!que!tiene!la!RNAPII!de!transcribir!
moldes! cromatínicos,! y! como! los! nucleosomas! imponen! barreras! para! el! avance! de! las!
RNAPs!en!transcripción.!Esta!hipótesis!ya!había!sido!debatida!en! la! literatura,!tanto!con!
estudios! in2 vitro! como! in2 vivo! en! levadura,! llegándose! a! la! conclusión! de! que!
efectivamente!la!tasa!de!elongación!de!las!RNAPs!se!ve!afectada!por!la!presencia!de!los!
nucleosomas! que! cubren! las! regiones! a! transcribir! (Hodges! et2 al.,! 2009;! Churchman! y!
Weissman,! 2011).! El! uso! del! método! BioGRO! permite! testar! esta! hipótesis! desde! una!
perspectiva! distinta! pero! complementaria.! Para! esta! tesis! se! eligieron! diferentes!
aproximaciones!para!testar!la!hipótesis!de!si!la!densidad!de!RNAPs!activas!se!ve!afectada!





diferentes! patrones! compartidos! de! posicionamiento! de! nucleosomas! (figura! 25),! y!
pusieron!en!evidencia!como!las!diferentes!configuraciones!nucleosomales!condicionan!el!
patrón!de!RNAPs!activas!sobre!esos!genes!(figura!26).!!
Para! abordar! la! segunda! aproximación! se! eligieron! dos! cepas! distintas:! un! mutante!
carente!del!remodelador!de!cromatina!Isw2,!y!otro!carente!de!TFIIS/Dst1.!De!los!análisis!
del!fenotipo!general!del!mutante!Isw2!cabe!destacar!la!existencia!de!un!posible!defecto!
de! elongación! progresivo! conforme! aumenta! la! longitud! de! los! genes,! que! aparece! al!
hacer! la! relación!entre! la! transcripción!del!mutante!y!el!WT!y! representarla! frente!a! la!
longitud!de!los!genes!(figura!27,!B).!Sin!embargo,!no!se!observaron!diferencias!notables!
entre!los!perfiles!del!metagen!5’!y!3’!entre!mutante!y!WT,!más!allá!de!una!ligera!bajada!







todos! los!genes,!esta!proporción!tan!baja!de!genes!afectados!por! la!ausencia!del! factor!
queda! probablemente! enmascarada! por! el! 88%! restante! de! genes! cuyo! patrón! de!






publicadas! es! sorprendentemente! bajo,! lo! que! parece! reflejar! que! la! detección! de! la!
unión!de!Isw2!a!un!gen!no!necesariamente!refleja!un!efecto!posicionador!importante!por!
su! parte! y,! por! otro! lado,! que! un! cierto! número! de! genes! pueden! tener! nucleosomas!
posicionados!de!forma!indirecta!por!Iws2.!Las!únicas!diferencias!entre!mutante!y!WT!que!
encontramos!con!nuestros!datos!de!BioGRO!aparecieron!al!dibujar!el!perfil!de!los!genes!
unidos! por! Isw2! (figura! 28,! B).! A! pesar! de! que! esta! coincidencia! sería! suficiente! para!
permitirnos! concluir! que! la! ausencia! de! Isw2! tiene! un! impacto! en! el! patrón! de! RNAPs!
activas!indirectamente!a!través!de!la!desorganización!de!los!nucleosomas!de!esa!región,!
decidimos! no! dar! por! concluido! el! estudio! y! confirmar! los! resultados! mediante! otra!
aproximación.! Dicha! aproximación! consistió! en! tomar! los! datos! publicados! de!
posicionamiento! de! nucleosomas! de! las! cepas! mutante! isw2! y! WT! y! someterlos! a! un!






(según! nuestro! estudio)! sufren! un! desplazamiento! equivalente! de! patrón! de! picos! de!
RNAP! elongantes.! Esto! demuestra! que! esos! picos! de! RNAP! son! dependientes! del!
posicionamiento! de,! al! menos,! los! primeros! 3! nucleosomas! de! la! región! transcrita.! En!










Otra! manera,! complementaria! a! la! anterior,! de! evaluar! la! interdependencia! entre!
nucleosomas! y!RNAPs! fue!el! análisis!de! la! cepa! carente!de!TFIIS/Dst1.! Este! factor!es!el!
encargado!de!ayudar!a!reactivar!las!RNAPs!que!entran!en!estado!de!backtrack,!situación!
que!ocurre!con!frecuencia!cuando!una!RNAP!choca!con!un!nucleosoma.!La!hipótesis!que!
quisimos! testar! es! si! la! ausencia!del! factor! se! reflejaría! en!una!desaparición!del! patrón!
antinucleosomal,! como! consecuencia! de! que! las! RNAPs! paradas! no! fueran! capaces! de!
reiniciar!(dando!así!otro!pico!posterior!de!señal!de!BioGRO).!Los!resultados!(figura!32,!C)!
mostraron!que! el! patrón!nucleosomal! se! aplana! y! se! hace!menos! evidente,! pero! no! lo!
suficiente! como! para! afirmar! con! seguridad! que! existe! un! efecto! global.! Lo! que! sí! se!
encontró!fue!un!defecto!de!elongación!que!se!asemeja!al!encontrado!en!el!mutante!Rpb4!
(figura! 23,! B).! Siguiendo! el!mismo! razonamiento! que! para! el!mutante! Isw2,! decidimos!
refinar!la!búsqueda!del!fenotipo,!analizando!para!ello!los!perfiles!de!grupos!de!genes!en!
los! que! se! había! publicado! que! el! factor! Dst1! tenía! un! papel! especialmente! relevante.!
Entre!ellos!encontramos!los!genes!RPs!y!los!genes!TATA!(Gomez]Herreros!et2al.,!2012).!En!
ambos!casos!sí!se!encontraron!diferencias!claras!entre!los!perfiles!(figura!33),!indicativas!





En! esta! tesis! se! muestran! los! datos! del! primer! estudio! global! en! un! eucariota! de! la!
transcripción!naciente!de! la!RNAPIII.!Una!primera!aproximación!a!su!caracterización!fue!











región! de! RNAPII! que! sí! es! inhibible! por! α]amanitina.! Como! ya! se! ha! mencionado!




de! transcripción! que! exhiben! los! genes! de! tRNAs.! De! los! mismos! datos! se! extrae! la!








de! las! RNAPs! hacia! el! final! de! los! genes.! Asimismo,! el! perfil! de! densidad! no! se! ve!
prácticamente! afectado! por! el! tratamiento! con! α]amanitina,! tal! y! como! se! apreciaba!
también!en!los!datos!de!la!figura!34.!
Algunos!tRNAs!poseen!intrones!en!su!secuencia,!pero!a!diferencia!de!los!intrones!de!los!
genes!de!RNAPII,! los! de! tRNAs!no! se!procesan! co]transcripcionalmente.! Esta!diferencia!
fundamental!hace!que!no!se!esperen!diferencias!a2priori!entre!los!perfiles!de!densidad!de!




con! la! región! de! unión! intrón]exón! 3’.! Dado! que! no! parece! lógico! pensar! que! ello! sea!










La!medición! de! la! transcripción! naciente! de! los! tRNAs! posibilitó! obtener! una! idea!más!
amplia! de! cómo! se! regula! la! expresión! de! estos! genes.! La! comparación! de! la! señal!
promedio! de! cada! familia! de! tRNAs! tanto! con! su! número! de! copias,! como! con! la!
concentración!a!la!que!están!presentes!en!el!citoplasma!(figura!37)!mostró!correlaciones!
positivas.!Por!otra!parte,!al!analizar!si!las!familias!favoritas!(seleccionadas!positivamente!
por! la! selección! traduccional)! tenían! una! transcripción! naciente! promedio!más! elevada!
que! las! no2 favoritas! se! encontró! que! no! había! diferencias! significativas.! Estos! datos!




También! se! analizó! el! posible! papel! de! los! factores!Dst1! e! Isw2! en! la! expresión! de! los!
genes! de! tRNAs.! A! ambos! factores! se! les! ha! asignado! recientemente! un! función!
importante!en!la!regulación!de!este!tipo!de!genes!(Ghavi]Helm,!2008;!Kumar!y!Bhargava,!
2013):!Dst1!como!GTF,!e!Isw2!como!remodelador!de!cromatina!general!de!los!tRNAs.!El!
análisis! de! nuestros! datos! de! nTR! en! ambos!mutantes! simples!mostró! un! fenotipo! de!
alteración! general! en! los! patrones!de! TR!de! los! tRNAs,!mayor! incluso!del! que! se!había!
descrito!en!la!literatura!(figura!39).!De!entre!los!genes!alterados,!encontramos!dos!grupos!
de!tRNAs!cuya!expresión!se!vio!en!general!reprimida!en!los!mutantes,!y!después!un!par!
de!genes! sobre]expresados!en!el!mutante!Dst1! y!otro!par!distinto!en!el!mutante! Isw2.!
Estos! resultados! podrían! deberse! en! parte! simplemente! al! hecho! de! que! los!mutantes!
crecieran! peor! que! el!WT,! lo! cual! afecta! tanto! a! la! actividad! de! la! RNAPI! como! de! la!
RNAPIII! (Hall!et2al.,!2006).!No!obstante,!no!parece!ser!el!caso!de!estas!cepas,!ya!que!su!












establecen! un! estado! de! cromatina! represiva! en! sus! zonas! flanqueantes! que! impide! la!
transcripción! de! genes! próximos! de! RNAPII! excepto! de! los! de! transposones,! que! se!
expresan! a! niveles! bajos! (mecanismo! de! silenciamiento! tgm,! ver! Introducción),! lo! que!
indican!los!resultados!es!que!este!efecto!de!silenciamiento!condiciona!a!la!maquinaria!de!
RNAPII,! poco! presente! en! los! genes! de! retrotransposones,! impidiendo! a! su! vez!
posiblemente! que! compita! con! la! de! RNAPIII! encargada! de! transcribir! fuertemente! los!
tRNAs.!!
Una!última!consideración!sobre!los!tRNAs!que!no!tiene!una!relación!directa!con!los!datos!
de! BioGRO,! pero! a! la! que! no! se! había! hecho! referencia! antes! en! la! literatura,! es! la!
dependencia!de!la!presencia!de!un!transposón!insertado!preferentemente!en!la!vecindad!








Tal! y! como! se! ha! discutido! hasta! el! momento,! el! BioGRO! es! capaz! de! caracterizar! el!
nascentoma!de!S.2cerevisiae!de!manera!efectiva!y!no!sesgada.!A!pesar!de!ello,!en!el!punto!





alrededor! de! 1000! genes! de! la! RNAPII,! y! 2)! que! no! está! adaptada! todavía! a! las!
plataformas!de!secuenciación!masiva!que!se!utilizan!en!la!actualidad.!Ambas!limitaciones!
están! siendo! abordadas! en! nuestro! laboratorio! actualmente,! con! resultados!
prometedores.! Por! una! parte! se! están! probando! estrategias! de! marcaje! con! biotina,!
purificación! con!esferas!de!estreptavidina! y!nuevos!métodos!para!mejorar! la!elución,! y!






cerevisiae.! En! nuestro! laboratorio! se! ha! testado! el! BioGRO!en! la! levadura! patógena!de!
humanos!Candida2albicans,!con!resultados!positivos!(Ana!Miguel,!comunicación!personal).!
















































































1.2! El! método! es! útil! para! la! estimación! de! tasas! de! transcripción! naciente! de!
manera!fiable!en!los!genes!de!alta!transcripción.!Los!datos!obtenidos!por!BioGRO!
proporcionan! una! visión! nueva! sobre! los! mecanismos! de! regulación! de! la!
expresión!génica!en! levadura,! complementaria!a! la!que! se!obtiene!mediante! las!
otras!técnicas!de!RNA!naciente!existentes.!!
1.3! El! gen! tipo! transcrito! por! la! RNAPII! posee! un! perfil! de! RNAPs! elongantes!
variable! a! lo! largo! de! la! región! transcrita,! cuyas! características! generales! son:!
mínimos! de! señal! coincidentes! con! las! regiones! NFR! promotora! y! terminadora,!
oscilaciones! con! patrón! de! espaciado! regular! al! inicio! del! gen,! y! doble!
acumulación!de!RNAPs!activas!hacia! la! región!3’.!Dentro!de!este!patrón!general!
existen! grupos! concretos! de! genes! con! perfiles! diferentes,! como! los! genes! con!
intrones,!genes!cortos,!o!genes!TATA.!
2. Aplicación!del!método!a!diferentes!cepas!de!levadura.!
2.1! El! mutante! rpb4Δ! posee! un! patrón! característico,! indicativo! de! un! claro!
defecto!de!elongación.!
2.2! La! cepa! carente! del! gen! Xrn1! presenta! severos! defectos! en! transcripción.!





la! cepa! salvaje! permiten! concluir! que! existe! una! compleja! relación! de!






RNAPs! determina! tanto! el! posicionamiento! como! la! tasa! de! recambio! de! los!
nucleosomas.!
3.2! La! ausencia! del! factor! remodelador! de! cromatina! Isw2! resulta! en! un!
desplazamiento!hacia!3’!de! los!primeros!nucleosomas!de!un!grupo!específico!de!
genes,! los! cuales! presentan! también! el! mismo! desplazamiento! del! patrón! de!
densidad!de!RNAPs!elongantes.!Esto!!demuestra!que!el!perfil!oscilante!observado!
en! la! región!5’!del!gen! tipo!se!debe!a!acumulaciones! locales!de!RNAPs!antes!de!
cada!nucleosoma.!
3.3!El! factor!de!transcripción!TFIIS!es!necesario!para! la!correcta! transcripción!de!
moldes! cromatínicos,! especialmente! las! regiones! 5’! de! los! de! genes! largos! y! los!
genes!de!alta!transcripción.!
4. Caracterización!del!nascentoma!de!la!RNAPIII.!
4.1! El! método! BioGRO! proporciona! el! primer! conjunto! de! datos! de! tasas! de!
transcripción!nacientes!de!la!RNAPIII!a!escala!global!en!un!eucariota.!!
4.2! Los! genes! de! tRNAs! se! caracterizan! por! una! elevada! tasa! de! transcripción!
naciente!canónica!y!una!baja!tasa!de!transcripción!naciente!antisentido.!Su!perfil!
promedio! de! densidad! de! RNAPs! elongantes! se! sitúa! en! medio! de! una! región!
desprovista!de!nucleosomas.!
4.3!La!tasa!de!transcripción!de!RNAPIII!es!aproximadamente!constante!por!isogen!
de! tRNA,! tanto! para! familias! génicas! preferidas! como! no2 preferidas! por! la!
maquinaria!traduccional.!Esto,!unido!al!hecho!de!que!los!tRNAs!preferidos!poseen!
un! mayor! de! copias! en! el! genoma,! permite! concluir! que,! en! la! levadura! S.2
cerevisiae,! la! evolución! ha! optimizado! la! traducción! mediante! la! duplicación!
génica!de!los!tRNAs!preferidos.!!
4.4! La! ausencia! de! Isw2! y! de! TFIIS! tiene! como! consecuencia! un! patrón! de!
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